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RESUMEN 
 
Las neumonías son la segunda causa de mortalidad en crías de alpacas, esta es causada por 
agentes virales y bacterianos que coexisten en los procesos infecciosos generando cuadros de 
neumonías agudas. Pasteurella multocida es la principal bacteria involucrada en las infecciones 
neumónicas en alpacas, seguida de Mannhemia haemolytica,  ambos agentes generan cuadros 
hiperagudos en crías en época de parición, y afectando a crías más grandes en épocas de estrés. 
Sin embargo se ha demostrado su asociación con la presencia de virus neumopatógenos como 
BRSV. Los receptores tipo Toll (TLR, por sus siglas en inglés) son proteínas transmembrana 
que se encuentran en diversos tipos celulares. Los genes que codifican esta proteína están 
altamente conservados a lo largo de las diferentes especies, siendo el TLR4 la proteína que 
reconoce al LPS, estructura que poseen todas las bacterias gram negativas (Pasteurella 
multocida y Mannhemia haemolytica) y a la proteína F del BRSV. En alpacas no se ha 
identificado la presencia de este gen, por lo que en el estudio se diseñaron cebadores para poder 
identificar la presencia del gen en esta especie. Al obtener la secuencia del gen en alpacas 
permitió analizar y comparar las secuencias obtenidas entre individuos y entre especies, 
observando el alto grado de conservación de la secuencia del gen tlr4 entre especies.  No se 
logró detectar polimorfismos tipo SNP entre animales enfermos y sanos, pero se pudo 
determinar SNP en individuos mostrando genotipos GT y GC.  
 
 
Palabras Clave: alpacas, neumonías, Pasteurella multocida, Mannhemia haemolytica, BRSV, 
tlr4, polimorfismos.  
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ABSTRACT 
 
Pneumonias are the second leading cause of mortality of babies’ alpacas; this is caused by viral 
and bacterial agents that coexist in infectious processes causing acute pneumonia. Pasteurella 
multocida is the main bacteria involved in pneumonia infections in alpacas, followed by 
Mannhemia haemolytica, both agents in hyperacute cases generate death of offspring during 
calving season and stressful times.  However this association has the participation of differences 
virus likes BRSV. Toll-like receptors (TLR) are transmembrane proteins found in various cell 
types. The genes encoding this protein are highly conserved across different species. The 
protein TLR4 recognizes LPS, a structure which have all gram-negative bacteria (Pasteurella 
multocida and Mannhemia haemolytica) and the F protein of BRSV. In alpacas has not 
identified the presence of this gene, so that the study primers were designed to identify the 
presence of the gene in this species. We had obtained the sequence of the gene in alpacas 
allowed analyzing and comparing the sequences obtained between individuals and between 
species, noting the high degree of conservation of TLR4gene sequence between species. We 
could not to detect polymorphisms sort of SNP between sick and healthy animals, but we were 
able to determine SNP genotypes in individuals showing GT and GC. 
 
Key Words: alpacas, pneumonia, Pasteurella multocida, Mannhemia haemolytica, BRSV, tlr4, 
polymorphism. 
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ABREVIATURAS 
 
 
Kdo: Ácido 2-ceto-3-deoxi-D-mano-octulosónico 
TLR: Toll like receptor’s  
tlr4: gen del TLR4 
MyD88: Factor 88  de diferenciación mieloide (myeloid differentiation factor 88) 
TIRAP: Dominio que contiene la proteína adaptadora TIR (TIR domain-containing adapter 
proteína) 
Mal: Adaptador tipo MyD88 (MyD88 adapter-like) 
TRIF: (TIR domain-containing inducing interferon IFN-β) 
TICAM-1: Dominio que contiene la proteína adaptadora molécula 1 (TIR domain-containing 
adapter molecule-1) 
TIRP: (TIR-containing protein) 
TICAM-2: (TRIF-related adapter molecule) 
TRAM: (TRIF-related adapter molecule) 
LBP: Proteína de unión al LPS 
PRR: receptores de reconocimiento de patrón  
ODC: Ornitina decarboxilasa 
NF-κB: factor de transcripción nuclear – κB  
 
 
 
Nota:  
TIRAP/Mal, TRIF/TICAM-1, TIRP/TRAM/TICAM-2: todas son proteínas adaptadoras de 
TLR.  
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1. INTRODUCCION 
 
     En el Perú, la crianza de camélidos sudamericanos constituye una importante fuente de 
ingresos económicos para las empresas asociativas, pequeños productores y comunidades 
campesinas de la región andina (Ameghino y DeMartini, 1991).  La productividad de esta 
ganadería, sin embargo, no es la adecuada pues sufre endémicamente de una elevada mortalidad 
de crías y baja natalidad (Ramírez, 1991).  Las enfermedades infecciosas, principalmente los 
procesos entéricos y neumónicos, constituyen las dos principales causas de mortalidad neonatal 
durante las primeras semanas de vida (Ramírez, 1991; Melo, 1997; Victorio et al, 2003).  
 
     Las neumonías son causadas por diferentes agentes bacterianos y virales, con una clara 
predominancia de las interacciones de Virus Respiratorio Sincital Bovino (BRSV) y/o  Virus de 
la Parainfluenza Tipo 3 (PI3) asociados con Pasteurella multocida y/o Mannheimia hemolítica 
(Calsín, 2008; Rosadio et al., 2011). 
 
     Los hospederos responde inicialmente a agentes patógenos con una reacción inmune de tipo 
innata, este tipo de respuesta depende fundamentalmente de la habilidad de reconocer 
componentes extraños y de iniciar una respuesta inflamatoria (Tizard, 2002).  Así, presentan 
receptores de reconocimiento de patrón (PRR), entre estos los “Toll-like receptors” (TLRs) que 
son un tipo de proteínas que se encuentran en las células del sistema inmune y que cumplen la 
función de receptores de membrana tipo 1 (Akira, 2003). Existen diferentes tipos de TLRs, de 
los cuales se han  logrado identificar en la actualidad a 13 tipos (Uematsu y Akira., 2006), cada 
uno con diferentes funciones y comprometidos en conjunto con la inmunidad innata del 
individuo a fin de reconocer los diversos patógenos que pudieran afectarlo (Ma et al., 2004).  
 
     El TLR involucrado en la inmunidad innata frente a bacterias gram negativas 
(Lipopolisacárido) y al Virus Respiratorio Sincitial (RSV) (proteína F) es el TLR4 (Lee et al., 
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2005, Kurt-Jones et al., 2000, Valarcher y Taylor, 2007). El tlr4 se ha detectado en células del 
sistema inmune de diferentes especies de animales domésticos como ratón, perro, gato, cerdo, 
bovino y gallina. (Bautista y Mosqueta, 2004).  
 
     Diversos estudios han demostrado que el dominio extracelular del TLR4 resulta ser 
altamente polimórfico (Smirnova et al., 2000). En investigaciones de polimorfismo de un solo 
nucleótido (SNP) en cerdos, se encontró que existen 13 SNP’s en el gen tlr4 (Shinkai et al., 
2006). Otros estudios realizados en humanos han detectado mutaciones sin sentido (missenses) 
que afectan el dominio extracelular de esta proteína siendo asociado a la sensibilidad del LPS,  
demostrando que los cambios en la secuencia genética pueden alterar la habilidad del hospedero 
en su respuesta hacia el estrés medioambiental (Arbour et al., 2000). Así mismo en pollos las 
variaciones genéticas del tlr4 han sido asociadas a susceptibilidad frente a infecciones con 
Salmonella enterica serovar Typhimuriu, sugiriendo posibles asociaciones entre mutaciones 
inmunogenéticas y susceptibilidad a  determinadas infecciones bacterianas fatales. (Leveque et 
al., 2003). 
 
     Consecuentemente, el presente estudio tuvo como objetivo principal detectar la presencia del 
gen tlr4 en alpacas, buscando asociar posibles mutaciones del gen en el desencadenamiento de 
procesos neumónicos agudos en crías de alpacas, buscando identificar los agentes virales y 
bacterianos que generan estos procesos neumónicos y que a su vez estimulen el receptor.  
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2.  REVISIÓN BIBLIOGRÁFICA 
 
2.1 Origen y Evolución  
 
     Los camélidos de América del Sur pertenecen al orden Artiodactyla, suborden Ruminantia, 
familia Camelidae y están representados por la vicuña (Vicugna vicugna), el guanaco (Lama 
guanicoe), la llama (Lama glama) y la alpaca (Vicugna pacos) (Hacks, 2001; Wheeler et al., 
1992). 
 
     La historia evolutiva de la alpaca (Vicugna pacos) se inicia con la aparición de los camélidos 
ancestrales en América del Norte al final del Plioceno, hace tres millones de años. Luego de su 
migración a través del estrecho de Bering hacia África y Asia, evolucionaron para formar la 
tribu de los Camelini, que comprende al camello Bactriano Moderno (el cual habita en Asia y 
presenta dos jorobas) y al Dromedario o camello con una joroba (que se encuentra en el Cercano 
Oriente y Norte de África). Asimismo, otro grupo migró hacia el sur a través del Itsmo de 
Panamá y se distribuyó en América del Sur, donde surgió la tribu de los Lamini (Wheeler, 
1991). 
 
     La alpaca es un recurso importante para los países altoandinos, especialmente para el Perú 
que posee aproximadamente tres millones de ejemplares los cuales habitan principalmente en el 
altiplano del país. La importancia de la alpaca radica en la calidad y fineza de su fibra, los altos 
valores proteicos de su carne, su bajo contenido de colesterol y grasas. Posee además algunos 
valores escondidos tales como la sangre en la industria piscícola, huesos y heces como abono 
agrícola y su piel en el arte de la curtiembre (Hacks, 2001).  
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2.2 Anatomía e Histología del Pulmón  
 
     Los pulmones de la alpaca debido a la ausencia de cisuras interlobulares, son semejantes a 
los pulmones del camello y el equino (Fowler, 2010;  López, 1993; Viera et al., 1968).  El 
pulmón derecho presenta una formación a manera de lengüeta, la que por analogía de situación 
corresponde al lóbulo azygos, descrito en otras especies (Viera et al., 1968). El pulmón 
izquierdo es ligeramente más pequeño que el derecho, la diferencia  radica principalmente en el 
vértice pulmonar izquierdo que es de menor tamaño, delgado y presenta una proyección aguda, 
a comparaciones del vértice pulmonar derecho (López, 1993). 
 
     La tráquea a la altura de la tercera costilla, da origen a un pequeño bronquio que penetra en 
el parénquima pulmonar y se incurva en dirección craneal ventilando al vértice del pulmón 
derecho. Luego, la traquea se divide en dos grandes bronquios que se dirige a sus respectivos 
hilios (Viera et al., 1968).  Cada uno de los bronquios principales se divide en un bronquio 
apical, bronquio cardiaco y un largo bronquio diafragmático (Fowler, 2010). El mediastino es 
completo y la línea diafragmática desarrolla un reflejo pleural seguido de una línea craneal a la 
unión costocondral y cruza la porción media de las últimas costillas en el final dorsal caudal a la 
penúltima costilla (Fowler, 2010). 
 
     A nivel histológico, el estudio realizado  por López (1993) menciona que el pulmón de la 
alpaca presenta una pleura gruesa, la cual está conformada por dos capas una serosa constituida 
por células planas mesoteliales, seguida de una capa fibroelástica y una capa laxa que se 
relaciona de manera directa con el parénquima pulmonar.  Los bronquios intrapulmonares están 
conformados por  un epitelio seudoestratificado cilíndrico ciliado, que alternan con células  
cilíndricas y células basales, la característica más importante es la ausencia de glándulas 
seromucosas en esta región. El músculo liso es de disposición circular y discontinua. La capa 
fibrocartilaginosa y adventicia no presenta mayores diferencias a otras especies. El bronquio 
carece de cartílago y presenta  una mucosa con pliegues longitudinales con un epitelio cilíndrico 
conformado por células  cilíndricas y células secretoras activas, cuya secreción se acumula en 
forma de grumos en el lumen, la capa muscular está dispuesta en forma circular u oblicua, la 
capa adventicia es delgada con escaso tejido conectivo.  
 
     En el bronquiolo terminal el epitelio es cúbico ciliado, luego en el bronquiolo respiratorio las 
células cúbicas pierden los cilios, para continuar con el conducto alveolar donde el epitelio 
cambia a simple plano. Cada conducto alveolar desemboca en un saco alveolar (conjunto de 
alveolos), el tabique interalveolar esta constituido por dos capas epiteliales, separado por escaso 
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tejido conectivo el cual contienen los capilares. Se puede distinguir dos tipos de células en estos 
septos: células epiteliales (tipo I) de núcleos aplanados y oscuros, y células septales (tipo II) con  
núcleos globosos y más claros.   
 
 
2.3 Neumonías 
  
     La neumonía es la inflamación del parénquima pulmonar, que se acompaña normalmente de 
la inflamación de los bronquiolos y, a menudo, de pleuritis. Esta puede ser causada  por virus, 
bacterias o una combinación de ambos, hongos parásitos metazoos y agentes físicos o químicos. 
Se manifiesta clínicamente por un aumento de la frecuencia respiratoria, cambios en la 
profundidad y el carácter de las respiraciones, tos, sonidos respiratorios anormales en la 
auscultación y, en la mayoría de las neumonías bacterias, por signos de toxemia. (Radostis et 
al., 2002).  
 
     Las enfermedades respiratorias en terneros son consideradas de origen multifactorial siendo 
el resultado de la interacción entre los microorganismos infecciosos, mecanismos  de defensa 
del hospedero, interacción con el medio ambiente y el estrés (Roy, 1990;  Wikse y Baker, 
1996). Así mismo la interacción de varios agentes en los procesos neumónicos se han 
evidenciado en ovinos (Martin, 1996) y en los últimos años en camélidos sudamericanos, 
especialmente en alpacas (Rosadio et al., 2011). 
 
     Las neumonías agudas bacterianas en ovinos son generadas por Mannheimia haemolytica, 
siendo los isotipos A y T los más reconocidos. El serotipo A esta asociado a los cuadros típicos 
de pasteurellosis, mientras que el serotipo T es asociado a cuadros de toxemia y bacteriemia en 
corderos (Gilmour, 1978). En el Perú  se han aislado Pasteurella multocida y Pasteurella 
haemolytica  (hoy Mannheimia haemolytica) de tejido pulmonar de ovinos (Rosadio, 1990) y 
alpacas (Calsin, 2008; Rosadio, 2011), confirmando los reportes previos de la presencia de estas 
bacterias en casos de neumonías agudas en Perú  
 
     Las enfermedades respiratorias en ovinos suelen ser causadas principalmente por dos virus 
Parainfluenza tipo 3 (PI3) y adenovirus. Siendo PI-3 el que ha sido aislado con mayor 
frecuencia, sin descartar la presencia de BRSV. En bovinos la presencia de estos tres virus y 
otros agentes virales como Coronavirus Bovino (BCV) y el Virus de la Rinotraqueitis Infecciosa 
bovina (IBR) están asociados a infecciones bacterianas por P. multocida,  Mannheimia 
haemolytica, Mycoplasma dispa, Haemophilus somnus (Hartel et al., 2004; Trigo, 1987).  
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     En alpacas la presencia de P. multocida y M. haemolytica, se ve asociada a infecciones 
virales causadas por PI-3 y BRSV, siendo P. multocida  y PI-3 los agentes con mayor índice de 
presentación en los cuadros de neumonías agudas. No se ha logrado aislar los virus 
neumopatógenos pero si se han identificado los antígenos virales en los tejidos pulmonares, 
estableciendo coexistencia de virus y bacterias en procesos patológicos neumónicos en esta 
especie. (Calsín, 2008; Rosadio et al., 2011).  
 
 
2.3.1 Neumonías en crías de alpacas 
   
     Las enfermedades respiratorias son muy importantes en los problemas de salud en 
camélidos. Estas disminuyen la producción y pueden llegar a ser causal de mortalidad.  
Problemas de tos, secreción nasal y la dificultad respiratoria son signos clínicos de que esta 
existiendo algún problema respiratorio (Köhler  et al.,  2001). 
 
     Los procesos neumónicos suelen constituir una de las principales causas de muerte en crías 
de alpacas. La Pasteurella multocida es un microorganismo normal de la flora nasal de alpacas 
adultas (Rodríguez y Mimbela, 1981; Barsallo, 1985); pero se conoce también de su 
patogenicidad en diversas especies  de animales domésticos. En un estudio realizado con 26 
muestras de casos diagnosticados en el campo como muertos por neumonía en crías de alpacas, 
se aíslo P. multocida en 11 de ellas (42.3%) procedentes de dos empresas asociativas de 
departamento de Puno (Ameghino y Calle, 1989; Ameghino, 1990). Por dichos hallazgos se ha 
planteado que este microorganismo está comprometido en la ocurrencia de estos procesos 
pulmonares, incluyendo posteriormente la participación de Pasteurella haemolytica  (hoy 
Mannheimia haemolytica) en estos procesos (Ameghino y DeMartini, 1991).  
 
     Otro estudio identificó agentes infecciosos aislados de 30 pulmones de alpacas adultas y 
crías  los cuales fueron Micoplasma sp. (26.6%), Estafilococos alfa hemolíticos (100%), 
Estreptococos alfa hemolíticos (83.33%), Klebsiella sp. (60%)  (Arratia y Herrera, 1992). En 
estudios de laboratorio  de estos procesos neumónicos se ha encontrado que en nuestro medio 
actúan como microorganismos invasores: Streptcoccus spp., Staphylococcus aureus, Neisseria 
spp. y E. coli. En el caso de micoplasmas, debe señalarse que en estudio serológico realizado en 
alpacas, llamas y vicuñas, se encontraron  sero-reactores en las tres especies de camélidos 
sudamericanos  a Mycoplasma mycoides subsp. mycoides y  Mycoplasma mycoides subsp. 
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capricolium, estos hallazgos sugieren que microorganismo de este medio pueden estar 
asociados con procesos neumónicos en nuestros camélidos (Hung  et al.,  1988) 
 
     De acuerdo a estudios serológicos en alpacas se ha identificado la presencia de animales 
sero-reactores a ciertos agentes virales de localización  pulmonar. Como son los de la 
Parainfluenza tipo 3 (PI-3) y el Virus respiratorio sincitial bovino (BRSV). (Rivera  et al.,  
1987; Victorio et al., 2003). A su vez,  Victorio et al. (2003) identificaron la presencia 
anticuerpos contra Herpesvirus Bovino tipo 1, en una prevalencia muy baja en comparación a 
otro estudio realizado en alpacas de crianza mixta, en los cuales la prevalencia era mucho mayor 
(Manchego et al., 1998). La importancia de estos hallazgos radica en que los agentes virales 
referidos actúan en otras especies de animales domésticos produciendo lesiones pulmonares, 
incluyendo neumonías (Sharp, 1983). Aun siendo pequeñas las lesiones que pudieran originar, 
se sabe que estas favorecen el ingreso de microorganismos oportunistas, como son los del 
género Pasteurella y otros.  
 
     Un estudio mas reciente demostró que las neumonías agudas suelen constituir  una de las 
principales causas de los altos índices de mortalidad en crías de alpacas. Estas son causadas por 
diferentes agentes bacterianos y virales que interactúan entre sí generando infecciones mixtas 
(PI3 y BRSV coexistentes con Pasteurella multocida y Mannheimia haemolytica), favoreciendo 
la proliferación bacteriana (Calsín, 2008).   
 
     Los procesos neumónicos ocurren generalmente después de ciertos periodos de estrés, o en 
animales con poca vitalidad, los cuales se acentúan factores predisponentes a los que están 
expuestas. Entre estos se considera las caídas de nevada, granizada y lluvias que ocasionan 
enfriamiento de medio ambiente, y las largas caminatas de las crías cuando siguen a sus madres 
para las diferentes actividades ganaderas (baños, dosificaciones, esquila u otras). Asimismo, las 
neumonías son bastante frecuentes en crías que padecen de inanición. También se ha visto en la 
práctica que las crías de la raza suri son más susceptibles que de la raza huacaya. La alta 
incidencia de neumonías en los primeros días de nacidos hace pensar que quizás podrían 
deberse a la aspiración de líquido amniótico al momento del parto, o de leche por falsa 
deglución (Ameghino y  DeMartini,  1991). 
 
     La mortalidad mensual en crías en siete años muestra una tendencia cíclica e irregular, cuyos 
valores más elevados correspondieron a los meses de enero  (9.5%), febrero (17.5%), marzo 
(2.2%). Este hecho nos demuestra que las crías entre el nacimiento y los dos primeros meses de 
vida exigen mayor cuidado y un adecuado programa de prevención y control de sus 
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enfermedades. Entre las causas de  mortalidad en crías de alpacas se encuentra en primer lugar 
la muerte por enfermedades infecciosas que constituyen los principales problemas sanitarios 
seguidos por afecciones orgánicas.  El porcentaje de mortalidad en crías de alpacas en Puno  
entre los años 1973 -1979 tenía  a las neumonías como principal causa con un 1.9-27.5% y en 
tuis se encontraba en segundo luego de la fiebre de alpaca con un 3.2-26.3 % (Ramírez, 1989). 
 
 
2.3.1.1 Manifestaciones clínicas 
   
     Las manifestaciones clínicas suelen ser tos, estornudos, dificulta para respirar o beber, 
frecuencia respiratoria aumentada (sobre los 10-15 veces por minuto), dilatación de los ollares,  
secreción nasal, lagrimeo, producción excesiva de saliva, anorexia y fiebre (Köhler  et al.,  
2001) 
 
     En casos hiperagudos de neumonías los animales amanecen muertos, no obstante de haber 
estado aparentemente saludables el día anterior. En casos menos severos puede observarse 
depresión, orejas dirigidas hacia atrás y anorexia; puede haber o no secreción por la nariz, tos, 
elevación de temperatura corporal y respiración superficial. A la auscultación se aprecia la 
presencia de exudado en los pasajes aéreos. La muerte puede ocurrir entre 1 y 3 días después de 
aparecer las manifestaciones clínicas, y probablemente por una toxemia a partir de las lesiones 
pulmonares o por hipoxia pulmonar (Ameghino y  DeMartini,  1991). 
 
     Además, cabe resaltar que en un estudio realizado por Garmendia y colaboradores (1987) 
encontró que la mayoría de casos de crías muertas por neumonía registraron niveles de 
inmunoglobulinas relativamente bajos. Es decir que hubo falla completa o parcial en la 
transferencia de dichas inmunoglobulinas a través del calostro. Existe una estrecha correlación 
entre la mortalidad y la cantidad de anticuerpos en el suero sanguíneo.  
 
 
2.3.1.2 Hallazgos macro y microscópicos 
 
     En el campo se observan cuadros septicémicos, los que probablemente corresponden a la 
fase hiperaguda de pasteurelosis. Algunas veces hay eliminación de sangre por las fosas nasales. 
Existen petequias en las subserosas debajo del epicardio y endocardio. También puede 
encontrarse estas mismas lesiones en el hígado, bazo y ganglios linfáticos. 
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     Lo más frecuente son los casos de neumonía localizada, que correspondería a cuadros de 
pasteurelosis neumónica. Incluso puede haber pleuritis, con adherencia fibrinosa a las paredes 
intercostales internas. También suele haber bronconeumonía, que se caracteriza por la presencia 
de exudado sero-fibrinoso o purulento en los bronquiolos y congestión pulmonar o áreas de 
hepatización (Ameghino y  DeMartini,  1991). 
 
     El estudio de lesiones macroscópicas en un estudio de 30 muestras de pulmones de alpacas 
obtenidas en camales, se hallaron lesiones como enfisema alveolar (42.8%), bronquitis 
enfisematosa  (5.7%), neumonía fase congestiva 34.2%, fase de hepatización roja (14.2 %), 
neumonía intersticial crónica (2.8 %) (Abarca y Málaga, 1986). 
 
     En un estudio realizado con 50 muestras de pulmones de crías muertas por procesos 
neumónicos, al examen histopatológico se determinaron las siguientes alteraciones neumónicas: 
neumonía roja (42%), congestión pulmonar (26%), bronconeumonía (14%), edema pulmonar 
(6%) y neumonía purulenta embolica (4%) (Tapia y Málaga, 1989). 
 
     Otro estudio de  27 muestras de pulmón de crías de alpacas de 4 a 35 días de edad muertas 
por procesos respiratorio con lesiones pulmonares, determinó el hallazgo de neumonía 
intersticial hemorrágica, neumonía hemorrágica, neumonía sero-hemorrágica, neumonía fibrino-
hemorrágica, neumonía sero-fibrino-hemorrágica, bronconeumonía fibrino-hemorrágica, 
enfisema pulmonar. En la mayoría de las lesiones los cambios observados en el parénquima 
pulmonar reflejan un severo daño vascular con extravasación sanguínea. En los casos de 
bronconeumonía  fibrino hemorrágica se observaron estructuras cocobacilares compatibles con 
nidos bacterianos (Perales  et al.,  2006).  
 
 
2.3.2 Pasteurelosis Neumónica 
 
     Las pasteurelosis neumónica bovina es comúnmente asociada con Mannhemia (Pasteurella) 
haemolytica y Pasteurella multocida, siendo Mannhemia (Pasteurella) haemolytica (serotipo 
A1) la bacteria más representativa en estos cuadros (Donachie, 2000),  Pasteurella multocida  
(serotipo B6) suele generar cuadros de septicemia hemorrágica en bovinos.  
 
     En ovinos los cuadros de pasteurelosis neumónica se ven asociados a la presencia de ambas 
bacterias, predominando Mannhemia (Pasteurella) haemolytica en los aislados (Quinn et al., 
2001).  
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     Sin embargo los cuadros neumónicos en alpacas causados por especies del género 
Pasteurella se han visto asociados en mayor proporción a Pasteurella multocida, siendo la 
bacteria aislada con mayor frecuencia, seguida de Mannhemia (Pasteurella) haemolytica 
(Calsín, 2008; Rosadio et al., 2001). 
 
 
2.3.2.1 Pasteurella multocida 
 
     P. multocida es una especie bacteriana muy heterogénea, en la que se han descrito muchas 
variantes fenotípicas en relación a pruebas claves para su clasificación, tales como la ornitina 
decarboxilasa (ODC), indol, sacarosa, manitol y maltosa (Heddleston, 1976; Petersen et al., 
1998; Christensen et al., 2004; Christensen et al., 2005). Además, las cepas de esta especie gran 
variación respecto a la morfología de las colonias y especificidad de antígenos (Carter, 1967; 
Boyce et al., 2004). Existen tres subespecies de P. multocida: subsp. multocida, subsp. septica  
y subsp. gallicida, siendo la subespecie multocida la más frecuente en todo tipo de 
hospedadores. 
  
     P. multocida puede causar enfermedad en un amplio rango de especies de animales y es el 
agente causal de enfermedades como el cólera aviar, septicemia hemorrágica bovina, neumonía 
enzoótica y rinitis atrófica. (De Alwis, 1992). Puede ser el agente primario o secundario 
involucrado en la neumonía del ganado vacuno  (en su mayoría causados por el serotipo A: 1), 
los cerdos y, en ocasiones, las ovejas (Gilmour, 1978; Chanter y Rutter, 1989; Frank, 1989). 
También puede infectar conejos dando lugar a rinitis y neumonía (Manning  et al.,  1989). 
Además, P. multocida es la mayor causa de infecciones de etiología bacteriana producidas por 
mordedura de animales en humanos (Arons et al., 1982; Westling et al., 2006).  
 
     Las especies de Pasteurella fueron identificadas como bacilos, gramnegativos, aeróbicos, no 
motiles, con ausencia de crecimiento en agar MacConkey, ureasa negativos, indol positivos, 
nitrato positivo, y ornitina descarboxilasa positivo, y producen ácido de glucosa, ribosa y 
sorbitol, pero no de xilosa, maltosa, lactosa, manitol, sucrosa, dulcitol, trialosa o arabinosa. 
(Capitini et al., 2002; Rimler y Glisson, 1997). Es una bacteria oxidasa positivo, no hemolítica y 
salvo excepciones, requiere factor V de crecimiento (Krause et al., 1987; Sneath y Stevens, 
1990). 
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     En agar sangre las colonias que crecen son pequeñas, circulares y convexas, su tamaño varia 
de 1 a 3 mm de diámetro, generalmente de aspecto mucoso, grisáceo o blanquecino y de olor sui 
generis (como consecuencia de la producción de indol) (Rimler y Glison, 1997; Koneman  et 
al.,  1999). 
     El desarrollo de la neumonía causada por P. multocida es asociada con factores medio 
ambientales y de estrés tales  como hacinamiento, crianza mixta, transporte y otros, así como las 
infecciones bacterianas y virales concurrentes o predisponentes. Las lesiones pulmonares 
consisten en aguda o subaguda bronconeumonía que podría estar o no asociada a pleuritis. 
(Dabo et al., 2008).  
 
     P. multocida serogrupo A, está asociada a procesos neumónicos agudos en terneros, 
generando la enfermedad clínica y lesiones pulmonares menos severas que M. haemolytica.  
Como se comprobó en el estudio de 27 pulmones neumónicos de terneros de 1 a 4 semanas de 
edad, se obtuvieron 27 cepas de P. multocida (19.6%), la totalidad de estas pertenecieron al 
serogrupo A (Jaramillo et al., 1987); en otro estudio más reciente de 57 muestras patológicas 
pulmonares de becerras, se aisló P. multocida en 21 animales, siendo todas las cepas 
clasificadas en el serogrupo A (Piojan et al., 1999).  
 
     Pasteurella spp. forma  parte de su flora nasofaríngea normal, pero debido a las condiciones 
de estrés y otras enfermedades concurrentes (ej. infecciones virales respiratorias) facilitan la 
proliferación de Pasteurella spp. en la nasofaringe, ocurriendo entonces inhalación de 
microgotas conteniendo bacterias, las cuales se depositan en los alvéolos. Los animales en buen 
estado de salud fagocitan eficientemente Pasteurella sp. pero aquellos animales enfermos o bajo 
condiciones de estrés, pueden desarrollar neumonía (Yates, 1982). 
 
     La lesión pulmonar de Pasteurella sp. se inicia a nivel del bronquiolo respiratorio, mientras 
que la difusión de la infección ocurre principalmente a través del tejido conjuntivo que rodea 
bronquios, vasos sanguíneos y linfáticos, así como por los septos interlobulillares (Dungworth, 
1985). 
 
     La lesión típica es una bronconeumonía craneoventral, afectando en ocasiones más del 50% 
de la superficie  total pulmonar, y se ha caracterizado simplemente como bronconeumonía por 
algunos autores (Haritani et al., 1989; Mathy et al., 2002; Ewers et al., 2006; López, 2007)  o 
como una bronconeumonía en la que  se denota el grado  y el tipo de exudado. Estos incluyen 
fibrino aguda (Gagea et al., 2006), subaguda a crónica fibrinopurulenta (Mosier, 1997), 
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fibrinosa a fibrinopurulenta (Dungworth, 1985), supurativa y fibrino-necrotizante (Tegtmeier et 
al., 1999).  
 
     La pleura contiene un exudado fibrinoso o serofibrinoso, con los septos interlobulillares  
dilatados debido al depósito de fibrina y edema. Los bronquios contienen fibrina, edema, o bien, 
exudado purulento. Al corte del pulmón se observa consolidación (solidificación) roja en la fase  
aguda, a veces con hemorragias; mientras que en la etapa crónica se aprecia consolidación gris, 
a veces acompañada de algunos abscesos multifocales y adherencias pleurales (Dungworth, 
1985; Rehmtulla y Thomson, 1981; Schiefer, 1978; Yates, 1982). López (2007) designó a la 
lesión asociada a P.multocida como broncointersticial a bronconeumonía en función de si hubo 
o no infección viral concurrente. 
 
     Los cambios histológicos consisten normalmente en los bronquios y bronquiolos llenos de 
neutrófilos, macrófagos y epitelio necrótico entremezclado  con una pequeña cantidad de fibrina 
(Dungworth, 1985; Jericho y Carter, 1985; Haritani et al., 1989; Dowling et al., 2004; López, 
2007). Se revela una pleuritis fibrinosa, con los septos interlobulillares dilatados y conteniendo 
edema, fibrina, leucocitos y vasos linfáticos distendidos, los cuales pueden  contener trombos. 
El epitelio bronquial puede encontrarse descamado y necrosado, sobre todo cuando P. multocida 
está presente. El lumen bronquial contiene restos celulares, leucocitos, fibrina y edema.  En los 
alvéolos se encuentra abundante edema, fibrina, y en ocasiones eritrocitos; así como neutrófilos 
y macrófagos (Dungworth, 1985; Rehmtulla y Thomson, 1981). La morfología de los 
neutrófilos varía entre intactos a necróticos, exudado similar está presente en los alvéolos 
peribronquioles;     los alvéolos más afectados  se observan en las primeras fases de la infección. 
El carácter del exudado varía con el tiempo con lesiones agudas que tiene un porcentaje más 
alto de neutrófilos y un menor porcentaje de macrófagos en comparación con las lesiones 
crónicas. 
 
     Por lo general, una variable cantidad de hemorragia intraalveolar, y células de  P. multocida  
se puede detectar en lúmenes alveolares y dentro de los neutrófilos y macrófagos, observando 
tanto bacterias degeneradas como intactas dentro de los fagosomas  de los fagocitos (Haritani  et 
al.,  1989), habiendo sido demostrado que P. multocida puede sobrevivir dentro de los fagocitos 
(Dowling  et al.,  2004). 
 
     Es importante señalar que por lo general la infección por P. multocida produce una 
inflamación pulmonar de tipo supurativo (bronconeumonía) (Schiefer, 1978). En las secciones 
de tejido afectadas, se pueden detectar colonias bacterianas, sobre todo en las zonas más 
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afectadas por la inflamación. Es también posible observar trombos en vasos sanguíneos y 
linfáticos (Dungworth, 1985; Schiefer, 1978), los cuales pueden identificarse fácilmente con 
coloraciones especiales para fibrina. Además si existiese la participación de algún Mycoplasma, 
se aprecian prominentes infiltraciones de células mononucleares (linfocitos, células plasmáticas 
y macrófagos) en áreas peribronquiales, peribronquiolares y perivasculares, además del 
engrosamiento de paredes alveolares (Dungworth, 1985); sin embargo, dichas lesiones no son 
patognomónicas. 
 
     En infecciones experimentales al inocular P. multocida A: 3 en terneros se observaron 
lesiones pulmonares rojizas con congestión y hepatización en las regiones craneales que al corte 
contienen pus, adherencias pleurales prominentes, y cuando la dosis era elevada se formaban 
abscesos en las áreas afectadas (Ames et al.,  1984, Ishiguro et al., 2005). Otros estudios revelan 
que los pulmones presenta neumonía purulenta con tendencia a la formación de abscesos y en 
los septos interlobulares hubo acumulación de neutrófilos y edema (Dowling  et al.,  2004), Sin 
embargo, en otros casos se ha demostrado que se genera una neumonía fibrinosa, con áreas de 
necrosis coagulativa, abundante deposito de fibrina y una masiva dilatación y edema de los 
vasos linfáticos interlobulares y pleurales (Gourlay  et al.,  1989). Otro estudio revela que al 
inocular P. multocida A: 3 y A: 12 en terneros, a los 4 días post infección se evidenció 
proliferación de los agregados de tejido linfoide peribronquial y peribronquiolar, severa 
alveolitis exudativa aguda, hemorragias focales a nivel alveolar, hiperemia de los capilares 
alveolares, de los septos interlobulares y de la pleura, así como distensión de los vasos linfáticos 
por linfocitos, polimorfonucleares y macrófagos alveolares (Jericho y Carter, 1985). 
 
 
2.3.2.2 Mannhemia (Pasteurella) haemolytica 
 
     Esta bacteria, al igual que P. multocida, se encuentran con relativa frecuencia como 
componente de la flora nasofaríngea de bovinos, ovinos (Frank, 1986) y alpacas (Calsín, 2008; 
Rosadio et al., 2001). 
 
     M. haemolytica es uno de los principales agentes bacterianos que producen enfermedad 
respiratoria en bovino, formando parte del complejo respiratorio bovino, aunque no siempre este 
presente, siendo más probable hallarla como agente secundaria en infecciones virales (Rebhum, 
1995).  En ovinos es considerada la bacteria más frecuente generando cuadros de neumonías  
agudas, no obstante es también considera una bacteria de la flora normal la cual con infecciones 
virales previas puede producir neumonía, como en los infecciones de  PI-3 (Davies et al., 1981) 
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En México, los estudios realizados en pulmones neumónicos de bovinos, indican también que 
esta bacteria se encuentra comúnmente involucrada en neumonías de becerros, vacas adultas y 
corderos (Trigo y Romero, 1986; Chávez et al.,  1985; Trigo et al.,  1979). 
 
     La primera información del problema apareció en 1921, donde se aisló el germen de 
rumiantes, y en 1932 se propuso el nombre de Pasteurella haemolytica (Biberstein, 1978; 
Merchant y Pecker, 1994). El conjunto de cepas negativas a la trealosa (biotipo A) de 
Pasteurella haemolytica, han sido recientemente reclasificadas a un nuevo género denominado 
Mannheimia (Angen et al., 1999). 
 
     M. haemolytica presenta características similares a las de P. multocida, diferenciándose en 
que M. haemolytica es negativo a la producción de indol, produce  β-hemolisis en agar sangre, 
es lactosa positivo, crecen en agar McConkey formando colonias rojas parecidas a la cabeza de 
un alfiler (Quinn et al.,2002); (Anexo 1).  
 
     En un trabajo realizado en los Estados Unidos, muestreando la cavidad nasal de ovinos, el 
serotipo A2 fue e1 más común (Frank, 1982), en Gran Bretaña y México las cepas de M. 
haemolytica aisladas de pulmones neumónicos de ovinos, indicó también que el serotipo A2 fue 
el más común (Thompson et al., 1977;  Colín et al., 1987).  
 
     En lo referente a bovinos, los estudios realizados en Canadá y en los Estados Unidos 
coinciden en que el serotipo Al es el más frecuentemente aislado de pulmones neumónicos y de 
cavidad nasal, seguido del serotipo A2 y serotipos no tipificables (Frank, 1986; Frank et al., 
1983).  
 
     Algunos serotipos de M. haemolytica forman parte de la microbiota normal de la cavidad 
nasofaringea de los rumiantes, pero bajo situaciones que alteran los mecanismos de defensa 
pulmonar del hospedador logran establecerse en el aparato respiratorio bajo y causan daño al 
tejido pulmonar.  En la presentación de la enfermedad intervienen diversos factores 
predisponentes, que son determinantes en el desarrollo de la enfermedad, por ejemplo, las 
condiciones ambientales adversas y la mala alimentación de los animales puede favorecer al 
complejo respiratorio.  También se ha demostrado la participación de agentes primarios de tipo 
viral como adenovirus, virus respiratorio sincitial y parainfluenza tipo 3, y el virus de la 
rinotroqueitis infecciosa bovina son capaces de iniciar la enfermedad (Lea-Master et al., 1987; 
Lopez et al., 1982).  
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     Las especies de Mannheimia pueden expresar una gran cantidad de potentes antígenos de 
superficie incluyendo lipoposacárido (LPS), proteínas de membrana externa (PME), proteínas 
reguladas por hierro (PRH), fimbrias y polisacáridos capsulares.  Estas bacterias secretan una 
citolisina específica para leucocitos denominada leucotoxina con capacidad antifagocítica  y 
actividad citotóxica en leucocitos y plaquetas de los rumiantes (Leite et al., 2003).  La expresión 
de los diferentes antígenos ocurre en distintas condiciones de crecimiento, esto aumenta la 
posibilidad de que la expresión de antígenos puede estar alterada in vivo y contribuir a la 
patogénesis de la enfermedad, que aun no es muy bien conocida.  Cada uno de estos antígenos 
probablemente contribuye a la enfermedad clínica, en combinación con las secreciones y 
componentes celulares que favorecen la presentación característica de la enfermedad así como 
los cambios histopatológicos asociados al proceso.  Los mecanismos importantes en la 
inmunidad de los bovinos hacia M. haemolytica, están mediados por el complemento, la 
opsonización de la bacteria y la fagocitosis por neutrófilos (Weekley et al., 1998). 
 
      Los animales que presentan signos clínicos eliminan las bacterias en las secreciones nasales, 
la transmisión puede producirse por la inhalación de las gotitas infectadas, exhaladas o tosidas 
por los animales enfermos (Radostis et al., 2002).  
 
     En bovinos las lesiones macroscópicas más común es la neumonía lobar fibrinosa y/o 
necrotizante, donde las consolidaciones pulmonares presentes en la zona craneoventral  pueden 
ser negro-rojizas o marrón- grisáceas, con pleuritis fibrinosa y áreas de necrosis. Las áreas 
necrosadas se muestran demarcadas con bordes gruesos, irregulares y blanquecinos con la zona 
central deprimida y de coloración rojiza. (Dungworth, 1985).  
 
     En corderos las lesiones se localizan en las regiones ventrales de los lóbulos apicales y 
cardiacos, evidenciando grados variables de consolidación, variando según el grado de la 
neumonía. En un principio de la infección los pulmones se muestran congestionados, cianóticos 
y pesados con escaso o casi nulo exudado seroso. En cuadros más severos la consolidación se  
muestra por los cambios de color del parénquima, así como de su consistencia tornándose firme 
y rígida, al corte exuda liquido hemorrágico espumoso, si la infección continua las zonas 
consolidadas pueden convertirse en áreas necrosadas, la mucosa se torna rojiza, o morado 
oscuro, y la espuma es rosada, observándose también el acumulo de fibrina en la pleura (Martin, 
2000; Kimberling et al., 1988).   
 
     La lesión microscópica más resaltante es la pleuritis fibrinosa, con trombosis generalizada de 
los vasos sanguíneos e intersticiales, y la necrosis coagulativa dentro de las áreas neumónicas.           
16 
 
Las lesiones iniciales suelen ser edema, extravasación de eritrocitos al espacio alveolar, fibrina, 
luego viene la participación de células inflamatorias neutrófilos, macrófagos (Radostis et al., 
2002). Los hallazgos microscópicos en corderos varían desde una bronconeumonía fibrino-
purulenta, pasando por fibrinosa hasta fibrino- necrótica. Si los casos fueron agudos o 
hiperagudos la hemorragia es lo más notorio, hay presencia de edema, congestión y hemorragia 
capilar y exudado inflamatorio.   
 
 
2.3.2.3 Lipopolisacárido 
 
     Se sabe que el Lipopolisacárido (LPS) de bacterias Gram negativas incrementa la intensidad 
del daño pulmonar mediado por neutrófi1os. Esto lo hace promoviendo la adhesividad de los 
neutrófilos al endotelio vascular, complementado con un aumento en la producción de radicales 
del oxígeno y liberación de enzimas lisosomales por el neutrófilo. Además, el LPS activa al 
complemento por las vías alterna y clásica, con lo cual se liberan factores quimiotácticos (C5a) 
para neutrófilos, exacerbando así la intensidad de la respuesta inflamatoria (Worthen, 1986). 
 
     LPS es el principal componente de la membrana externa de bacterias Gram-negativas, lo que 
contribuye en gran medida a la integridad estructural de las bacterias, y la protección de la 
membrana de ciertos tipos de ataque químico. Se ha implicado al LPS en los aspectos no-
patógenos de las bacterias, como adhesión a la superficie, la sensibilidad a los bacteriófagos, 
interacciones con los depredadores, tales como las amebas, además actúan como endotoxinas 
porque se une al complejo receptor CD14/TLR4/MD2, que promueve la secreción de citoquinas 
pro-inflamatorias en muchos tipos celulares, pero sobre todo en macrófagos. (Stewart  et al.,  
2006) 
 
     EL LPS estimula la inmunidad humoral y es considerado como un antígeno protector. 
Estudios han demostrado que anticuerpos monoclonales contra el LPS de una cepa serotipo A 
de P. multocida en  ratones es bactericida y protege a los ratones contra desafíos homólogos 
(Wijewardana et al., 1990). Además, un anticuerpo monoclonal contra el lipopolisacárido 
opsónico de una cepa del serotipo B protege parcialmente ratones contra la infección por P. 
multocida (Ramdani y Adler, 1991). 
 
     El lipopolisacárido de las paredes celulares de las bacterias Gram negativas es un complejo 
lipídico compuesto por tres regiones: lípido A, antígeno O, polisacárido del núcleo. (Jawets, 
2002) (Figura 1). 
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Fig.1: Estructura del LPS 
 
     El lípido A es responsable de la toxicidad de las bacterias Gram negativas. Cuando la 
bacteria es lisada por el  sistema inmune, los fragmentos de la membrana que contienen al lípido 
A son liberados dentro de la circulación, causando fiebre, diarrea y un posible shock endotóxico 
(shock séptico) (Jawets, 2002). 
 
     La proteína del núcleo esta unido al lípido A, este es un oligosacárido heterogéneo sin 
unidades de repetición unido al lípido A en la posición 6’ mediante un residuo de Kdo, que, a su 
vez, se divide en núcleo interno y núcleo externo (Caroff y Karibian, 2003). El núcleo del LPS 
está implicado de forma indirecta en la virulencia al ser el lugar de anclaje del antígeno O, 
aunque también se ha descrito una posible relación con la adhesión de ciertas bacterias a células 
del hospedador (Jacques, 1996).  
 
     El antígeno O es la parte más externa, inmunogénica y variable del LPS. Es uno de los 
componentes de la bacteria que está sometido a una mayor presión selectiva, ya que actúa como 
receptor para bacteriófagos y es también importante en la respuesta inmune del hospedador, 
quedando reflejada en la elevada variabilidad estructural que presenta tanto a nivel de la 
naturaleza, como en el orden y en los enlaces de los diferentes azúcares que lo constituyen. Se 
trata de un importante factor de virulencia que proporciona a la bacteria una capa superficial 
hidrófila que puede enmascarar importantes epítopos antigénicos conservados de la membrana 
externa y que es capaz de conferir resistencia a la actividad bactericida del complemento, en 
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función de la cantidad de moléculas de LPS con antígeno O, así como de la longitud de esta 
cadena polisacarídica. Por otro lado, también se ha descrito, en muchas bacterias patógenas, el 
papel que juega como adhesina y, consecuentemente, su importancia en la colonización de las 
mucosas del organismo hospedador (Merino et al., 1996). 
 
     El  antígeno O es un polímero con repeticiones de glicanos dentro de un LPS, el antígeno O 
se adjunta al oligosacárido del núcleo, y cuenta con el dominio exterior de la molécula de LPS. 
La  composición de la cadena O varía de cepa a cepa. Por ejemplo, hay más de 160 estructuras 
diferentes de antígeno O producidos por diferentes cepas de E. coli (Raetz y Whitfie, 2002). 
 
 
2.3.3 Virus Respiratorio Sincitial Bovino (BRSV) 
 
     Virus respiratorio sincitial bovino se detectó por primera vez en Japón, Bélgica y Suiza en 
1967, y se aisló pronto después en Inglaterra y los Estados Unidos. Ahora se sabe que afecta a 
todas las especies bovinas, así como en el ganado ovino, cabras y otros ungulados (Maclachlan 
et al., 2011). 
 
     EL BRSV pertenece a la familia Paramyxoviridae, la cual posee el genoma formado por una 
cadena única de ácido ribonucleico (ARN) de polaridad negativa (no segmentado), que se 
encuentra en el interior de una nucleocápside helicoidal, que hace al ARN resistente a la 
digestión con ribonucleasas (RNAsa), y que contiene la polimerasa viral; su  ciclo viral 
replicativo es citoplasmático; los viriones adquieren una envoltura lipídica que procede de la 
membrana plasmática y la entrada en la célula huésped está mediada por fusión de las 
membranas viral y celular (Collins et al., 2001). 
 
     La familia Paramyxoviridae contiene a su vez dos subfamilias: Paramyxovirinae y 
Pneumovirinae, este último posee dos géneros, el Metapneumovirus y Pneumovirus, el género 
Pneumovirus está representado por el virus respiratorio sincitial humano (HRSV), así como 
virus sincitiales del Bovino, Ovino y Caprino (Collins et al., 2001). 
 
     Los pneumovirus se distinguen de los paramixovirus en que su nucleocápside tiene un 
diámetro menor, codifica entre 8 y 10 ARNm en comparación con los 6-7 de otros 
paramixovirus, por lo que la organización genómica es más compleja, y por la presencia de la 
glicoproteína G, que media la unión al receptor y carece de actividad de hemaglutinina y 
neuraminidasa (Collins y Mottet, 1991). 
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     Las partículas virales, están constituidas por una nucleocápside helicoidal cubierta de una 
envoltura lipoproteica, que el virus adquiere al salir de la célula por gemación. Esta envoltura 
contiene tres glicoproteínas transmembranales, la proteína de unión al receptor o glicoproteína 
G, la proteína de fusión o glicoproteína F, y una proteína pequeña  hidrofóbica o proteína SH. 
La proteína matriz (M), forma una cubierta proteíca en la cara interna de la envoltura. Las 
glicoproteínas están organizadas por separado en espículas virales, que se visualizan como 
proyecciones cortas (11-20 nm) y poco separadas entre sí (6-10 nm). La nucleocápside es una 
hélice simétrica en la que está el ácido ribonucleico viral (ARNv) asociado con la 
nucleoproteína (N), la fosfoproteína (P) y la polimerasa (L) (Collins et al., 2001). 
 
     La glicoproteína F media la unión a las células y es responsable de la penetración del virus 
en la célula por fusión de sus membranas, permitiendo la entrada de la nucleocápside en el 
citoplasma de la célula huésped (Srinivasakumar et al., 1991) (Figura 2). Es una glicoproteína 
tipo I, que se inserta en la membrana por la región hidrofóbica C-terminal. Así mismo, la 
glicoproteína F, media la fusión de la membrana de la célula infectada con las células 
adyacentes, dando lugar a la propagación del virus y a la formación de sincitios o células 
gigantes multinucleadas. La proteína F induce anticuerpos neutralizantes y confiere resistencia a 
la infección BRSV (Walsh y Hruska, 1983, Taylor et al., 1995; Thomas et al., 1998; Taylor et 
al., 1997; Taylor et al., 2005). Esta proteína se sintetiza como un precursor inactivo F0, el 
mismo es procesado proteolíticamente por una proteasa celular, dando lugar a dos subunidades 
F1 y F2 que quedan unidas covalentemente por puentes disulfuro, antes de alcanzar la superficie 
celular (Collins et al., 2001). 
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Fig. 2: Diagrama del Virus Respiratorio Sincitial Bovino (BRSV). Tomado de Valarcher y 
Taylor, 2007.  
 
 
 
     BRSV está estrechamente relacionado con el HRSV mostrando características clínicas, 
patológicas y epidemiológicas comunes, su composición proteica es similar y pueden dar 
reacciones antigénicas cruzadas (Valentova, 2003; Viuff et al., 2002), a esto se suma que a 
diferencia de HRSV, que usualmente es el único agente causal de la enfermedad, la infección 
por BRSV frecuentemente se acompaña de infección bacteriana concomitante formado el 
complejo respiratorio bovino (Easton et al., 2004). Algunos anticuerpos monoclonales 
desarrollados para detectar el virus humano también detectará el equivalente de la especie 
bovina. Cepas de virus respiratorio sincitial de ovinos y caprinos también son reconocidos, y 
estos quizás representen, juntos con el BRSV un subgrupo de virus sincitiales de rumiantes en 
lugar de especies diferentes (Maclachlan et al., 2011). 
 
     El virus se propaga rápidamente, probablemente a través de aerosoles o las gotitas de las 
secreciones de las vías respiratorias.  La replicación se inicia en el tracto respiratorio alto e 
incluye el epitelio nasal, traqueal y bronquial (Viuff et al., 2002), generando cuadros de 
bronquitis y bronquiolitis catarral caracterizado por la destrucción del aparato mucociliar, 
necrosis e hiperplasia de las células epiteliales (Masot et al., 1996). Como consecuencia se ve 
mermada la eficiencia de la limpieza mucociliar favoreciendo el desarrollo de bronconeumonías 
secundarias, sin embargo, cuando la replicación se restringe en el tracto respiratorio alto, los 
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signos clínicos que se producen son moderados. El mecanismo por el cual el virus se disemina 
por el tracto respiratorio bajo no está muy claro, pero se presume que se disemina de manera 
directa a lo largo del epitelio y a su vez a través de la aspiración de las secreciones 
nasofaríngeas, otro posible mecanismo de diseminación es a través de la infección de 
macrófagos que migran hacia las zonas bajas del tracto respiratorio (Domachoswske y 
Rosenberg, 1999).  
 
     La reinfección es común en las crías con anticuerpos pre-exitentes ya sea por trasferencia 
pasiva o por una infección previa o vacunación, lo cual no impide la replicación del virus y la 
excreción, aunque los signos clínicos pueden ser disminuidos. El virus persiste en los rebaños, 
más probablemente a través de continuas reinfecciones subclínicas o en portadores del virus 
supuestamente inaparente. La enfermedad causada por la infección de virus respiratorio sincitial 
es particularmente importante en terneros recién destetados y el ganado joven, sobre todo 
cuando se mantienen en estrecha confinados condiciones. La infección se caracteriza por una 
súbita aparición de fiebre alta, hiperpnea, respiración abdominal, letargo, rinitis, secreción nasal 
y tos (Maclachlan et al., 2011). 
 
     La neumonía bacteriana secundaria, especialmente la causada por Mannheimia haemolytica, 
es común. Los brotes a menudo ocurren después de  una fuerte caída en la temperatura 
(Maclachlan et al., 2011). Pero otros reportes indican la interacción de este virus con otros 
agentes virales como PI-3, BCV, BAV-3, BAV-7, que están asociados a infecciones bacterianas 
con Pasteurella mutocida y Mycoplasma dispa, sin la presencia de Mycoplasma bovis y 
Mannheimia haemolytica en los aislados bacterianos (Hartel et al., 2004). 
 
     En muchos lugares el virus de la especie bovina causa inaparente infecciones, pero en pocos 
terneros destetados y bovinos jóvenes puede causar neumonía, edema pulmonar y enfisema. La 
infección también predispone a otras infecciones de la las vías respiratorias. La infección por el 
virus se presenta más a menudo durante los meses de invierno cuando el ganado, se encuentran 
en condiciones de confinamiento. Sin embargo, hay reportes de brotes importantes en los 
rebaños de vacas y terneros en verano (Maclachlan et al., 2011). 
 
     Los hallazgos macroscópicos muestran que las áreas de la región craneoventral se 
consolidan, al igual que los lóbulos cardiacos y las porciones craneales de los lóbulos 
diafragmáticos, puede existir descarga mucopurulenta en la zona bronquial si existe neumonía 
bacteriana secundaria (Peixoto et al., 2000). Las zonas dorso caudales de los pulmones se hallan 
dilatas debido al enfisema (Bryson, 1993). Los ganglios linfáticos pueden estar aumentados de 
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tamaño, edematosos y hemorrágicos. Si existiese una infección bacteriana, el parénquima 
pulmonar se hayan consolidado y se observa depósitos de fibrina, así como cuadros de 
bronconeumonía supurativa (Valarcher y Taylor, 2007).  
 
     Los hallazgos microscópicos se caracterizan por presentar una bronquiolitis proliferativa y 
exudativa, con enfisema e infiltración de células mononucleares (Thomas et al., 1984). Se 
observa necrosis del epitelio y apoptosis de las células epiteliales, los sincitios están presentes 
libres en el lumen de los bronquios o en el epitelio o la luz alveolar. La luz de los bronquios, 
bronquiolos y alvéolos se han obstruido por restos celulares que consiste en su mayor parte de 
los neutrófilos, células epiteliales descamadas, macrófagos y a veces,  eosinófilos (Viuff et al., 
2002). 
 
     En los procesos neumónicos en los cuales se producen infecciones virales previas, como en 
el caso de PI-3 y BRSV, ambos agentes pueden producir daño del aparato ciliar y  disminuir la 
producción de moco, incluso afectar el epitelio del tracto respiratorio superior, pudiendo 
producir desprendimiento de las células epiteliales produciendo degeneración y necrosis, con lo 
cual favorece la colonización bacteriana del tracto respiratorio superior (Masot et al., 1996; Tsai 
y Thomson, 1975). Permitiendo el fácil acceso de las bacterias al tracto respiratorio inferior, 
colonizando los pulmones y generando los cuadros neumónicos mixtos. En los becerros 
infectados experimentalmente, el virus causa la destrucción del epitelio ciliado de las vías 
respiratorias en el pulmón, lo que predispone las infecciones bacterianas secundarias 
(Maclachlan et al., 2011). 
 
 
2.4 Sistema Inmune  
 
  2.4.1 Respuesta Innata  
   
     El sistema inmune en mamíferos consiste en una respuesta innata y una adaptativa. La 
inmunidad adaptativa es mediada por la respuesta específica de las células B y T al antígeno y 
es observado solo en vertebrados. La inmunidad innata, sin embargo, es conservada entre 
invertebrados y vertebrados. (Takaeda y Akira, 2001).  
 
     Aunque útiles, las barreras físicas no son del todo eficaces por sí solas, ya que con el tiempo 
y la persistencia suficientes, el invasor llega a vencer los obstáculos físicos. De este modo, la 
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primera línea de defensa consiste en los mecanismos químicos y celulares conocidos como 
sistema inmunitario innato. (Tizard, 2002). 
 
     La inmunidad innata constituye la primera línea de defensa, cuyos elementos están 
codificados por el ADN y no expresado por las células clonales después de la exposición 
antigénica, como en el caso de la inmunidad adaptativa. El sistema inmune innato destruye 
muchos patógenos, determina la localización y la magnitud del desafío, y facilita la adaptación 
respuesta inmune. La inmunidad innata es mediada por los genes que se mantienen en la línea 
germinal y codifican para proteínas que reconocen patrones estructurales conservados en 
microorganismos. Defensinas y otros péptidos antimicrobianos, complemento, opsoninas, así 
como receptores de transducción de señal y de endocitosis y las proteínas solubles que se unen y 
aglutinan a los microorganismos son los componentes del sistema inmunitario innato. (Janeway 
y  Medzhitov 1998, Zhang y Ghosh 2001, Hallman  et al.,  2001). 
 
 
2.4.2 Patrones moleculares asociados a patógenos (PAMP’s) 
  
     Los componentes específicos de las paredes de las células microbianas son fuertes 
activadores de la respuesta inmune innata. Estas moléculas se denominan patrones moleculares 
asociados a patógenos (PMAP´s). Todos ellos son esenciales, conservados componentes 
microbianos que son reconocidas como extraños por receptores específicos de reconocimiento 
de patrones (PRR’s). PRR’s se expresa preferentemente en monocitos y macrófagos y en otros 
tipos celulares también. Los receptores pueden ser estructuralmente divididos en aquellos que 
contienen un LRR (repetición rica en leucina) de dominio, un dominio de lecitina calcio 
dependiente, o un dominio de la proteína del receptor scavenger (Medzhitov y Janeway, 1997b). 
 
     Los receptores secretados suelen activar la cascada del complemento, receptores endocíticos 
mueven el patógeno de la superficie del fagocito en sus lisosomas intracelulares para su 
destrucción, y los receptores de señalización inducen la expresión de una variedad de productos 
de la reacción de fase aguda. En los mamíferos, los PMAP’s activan la producción de, por 
ejemplo, los lípidos bioactivos (como el  factor activador de plaquetas), las especies de oxígeno 
reducido (NO), las proteínas, como las citocinas (IL) -1, IL-6, y el factor de necrosis tumoral 
alfa (TNF-α), ya que todos son importantes en la respuesta a la infección (Janeway y Medzhitov 
1998; Zhang y Ghosh 200; Hallman et al., 2001).  
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     Los TLR’s como otros receptores de reconocimiento de patrón, reconoce los llamados 
PAMP’s, los cuales son motivos conservados, que son únicos de microorganismos y son 
esenciales para su metabolismo y su supervivencia. Estos tienen tres ventajes principales. En 
primer lugar, los PAMP’s son producidos solo por microorganismos y no por las células 
huésped, permitiendo al sistema inmune la distinción entre lo propio y lo ajeno. Segundo, como 
los PAMP’s son esenciales para la supervivencia microbiana, las mutaciones o la perdida de los 
patrones puede ser letal, para ello estos patrones no son sujetos a las altas tasas de mutaciones. 
Y tercero, los PAMP’s son invariantes entre los microorganismos de una clase dada, lo que 
implican que no solo a un número limitado de gérmenes de la línea codificada de los receptores 
de reconocimiento de patrón necesitan para su  detección de la presencia de infección 
microbiana (Medzhitov y Janeway, 1997b) 
 
 
2.4.3 Toll Like Receptor’s (TLR´s) 
   
     El primer miembro de la familia de TLR identificado fue la proteína Toll, que se caracterizó 
por primera vez en la mosca del vinagre Drosophila melanogaster en las investigaciones sobre 
las bases moleculares de la especificación de los ejes embrionarios del cuerpo o patrón 
dorsoventral (Anderson et al., 1985; Morisato y Anderson, 1995; Hashimoto et al., 1988).  
 
     Los receptores tipo Toll (TLR) son receptores transmembrana de tipo 1 que presentan 
homología con la proteína Toll de Drosophila y el receptor de la IL-1 (IL-1r). (Mesa-Villanueva 
y Patiño, 2006). Esta similitud se da en el dominio intracelular de la proteína Toll, la cual 
muestra una notable similitud con los dominios intracelulares del receptor de la interlucina-1 
(IL-1) de los mamíferos (Gay y Keith, 1991), así como  con su participación en la respuesta 
inmune de la mosca adulta. (Lemaitre et al., 1996) 
 
     Diferentes homólogos humanos del Toll fueron identificados y mostraron que inducen a la 
activación del factor de transcripción nuclear – B (NF-κB) a la sobreexpresión, revelando que 
los TLR’s y el receptor de IL-1 desencadenan similar vía de transducción de señales (Medzhitov 
et al., 1997a; Rock et al., 1998). 
 
     El primer receptor Toll-like caracterizado en mamíferos (Citado en primer lugar hToll y para 
luego llamarse TLR4) fue encontrado en 1997 por Charles Janeway et al. (Medzhitov et al., 
1997b). Desde entonces, al menos diez TLR han sido identificados en mamíferos, once en  
ratones (Rock  et al.,   1998; Chaudhary et al., 1998; Takeuchi et al., 1999b; Sebastiani et al., 
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2000; Chuang y Ulevitch 2000; Du et al., 2000, Chuang y Ulevitch 2001; Menzies e Ingham, 
2006).  
 
     Los TLR’s no parecen tener una función de desarrollo, pero han demostrado que juegan un 
papel central en el sistema inmune de los mamíferos. Están involucrados en las enfermedades 
infecciosas a través del reconocimiento de diversos productos microbianos y mediante la 
activación de cascadas de señalización. La activación inadecuada puede dar lugar a fallos 
sépticos multiorgánicos, incluyendo el daño pulmonar, insuficiencia cardiaca y daño cerebral 
(Fenton y Golenbock 1998; Knuefermann et al., 2002; Hagberg et al., 2002). 
 
     Además, los TLR’s son capaces de reaccionar con antígenos del medio ambiente e incluso 
antígenos propios y por lo tanto pueden contribuir a la generación de varias enfermedades no 
infecciosas, como alergias o enfermedades autoinmunes. TLR se consideran también receptores 
de "vigilancia", lo que indica que son capaces de vigilar los tejidos para los estados de la 
enfermedad (Johnson et al., 2003).  
 
     TLR’s  de mamíferos son receptores de reconocimiento de patrones que funcionan como un 
cluster de diferenciación (CD) -14 asociados a transductores de señales, ayudan a las células 
para reconocer y distinguir entre los patógenos, y entablar las cascadas de señalización. 
También contribuyen a reducir la inmunidad innata y adaptativa mediante la inducción de varios 
co-estimulantes y moléculas efectoras (Zhang y Ghosh, 2001). Sin embargo, es poco probable 
que el TLR tenga una función de desarrollo en los mamíferos, ya que el factor de diferenciación 
mieloide (MyD)-88, un socio cercano estructural y funcional de TLR de mamíferos, no muestra 
ninguna función en el desarrollo embrionario. 
 
     Todos los TLR’s comparten la misma estructura: un gran dominio extracelular (550 a 980 
aminoácidos) que consiste en repeticiones ricas en leucina, un dominio transmembrana y un 
TIR (como Toll/IL-1R-) dominio citoplasmático de unos 200 aminoácidos de longitud. El 
dominio extracelular tiene la capacidad de unión al ligando, y el dominio TIR media la señal. 
Las regiones TIR  también se han encontrado en el virus vaccinia, y son utilizados por el virus 
de acogida para suprimir la IL- 1 y de señalización TLR (Bowie et al., 2000). A pesar de estas 
similitudes, TLR son expresados diferencialmente y regulado en muchos tejidos y tipos de 
células. Los tipos celulares en los que expresan los TLR’s son: mastocitos, macrófagos 
queratinocitos, linfocitos (Muzio et al., 2000b; Zarember y Godowski 2002; Bottcher et al., 
2003). 
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     Los ligandos de muchos TLR se han caracterizado (Figura3);  TLR4 interviene en la 
inmunidad innata en respuesta al LPS, a la proteína F del RSV (Kurt-Jones et al., 2000), 
reconoce los viriones del Coxsackievirus B4 (Triantafilou y Triantafilou , 2004), y las proteínas 
de desarrollo del Virus del Tumor Mamario Murino y del virus de la leucemia Murina (Rassa et 
al., 2002; Burzyn et al., 2004) así como ligandos de plantas y levaduras, TLR2 se ha 
demostrado que median la respuesta frente a levaduras y bacterias grampositivas (Lien et al., 
1999, Takeuchi et al., 1999a), TLR1 funciona como proteína accesoria (Wyllie et al., 2000), 
TLR3 reconoce ARN viral de doble cadena (Alexopoulou et al. 2001, Doyle et al. 2003), TLR5 
se activa por la flagelina bacteriana (Hayashi et al., 2001; Szabo, 2003), funciones de TLR6 
para ayudar a TLR2 (Takeuchi et al., 2001; Bulut et al., 2001), y TLR9 responde a motivos 
dinucleótido CpG no metilados (Hemmi et al., 2000), TLR 11 responde a la profilina del 
Toxoplasma gondii (Yarovinsky et al., 2005).  
 
     Hay una cierta falta de distinción entre los ligandos del TLR4 y TLR2, y por lo tanto parece 
muy posible que algunos de los TLR pueden sustituirse unos por otros en determinadas 
circunstancias. TLR tienen la capacidad de oligomerizan en sus dominios citoplasmáticos. 
Parece que sus colas citoplasmáticas no son funcionalmente equivalentes, pero algunos 
requieren el montaje TLR en complejos heteroméricos, mientras que otros operan como 
homoméricos (Ozinsky et al., 2000). TLR4 actúa como un homodímero, y un estudio reciente 
también ha implicado la formación de un heterodímero TLR5/TLR4 en la señalización de 
flagelina bacteriana (Mizel et al., 2003). TLR2 pueden formar parejas y funcional con TLR6 y 
TLR1, pero también funciona solo (Ozinsky et al., 2000). 
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Fig. 3: TLR’s y los diferentes ligandos con los que interactúan. Vista general del inicio de las respuestas proinflamatorias y antivirales por los TLR’s, 
los cuales utilizan diferentes tipos de proteínas adaptadoras para dar inicio a los factores de transcripción. (Modificado de Carpenter y O´Neill., 2007) 
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2.4.4 Infecciones Pulmonares y TLR’s 
  
     En el pulmón, los macrófagos alveolares y células epiteliales constituyen la primera línea de 
defensa del hospedero contra la habilidad de los microorganismos invasores a través de los 
diferentes tipos de receptores, especialmente los receptores recientemente descritos de la familia 
de receptores tipo Toll (Takeda et al., 2003; Basu y Fenton, 2004).  
 
     El examen detallado de los genomas de humanos y ratones revela que existe no más de 10 
TLR diferentes. Estos receptores reconocen varios microorganismos derivados de patrones 
moleculares. Estudios previos se enfocaron en el rol del TLR2 y TLR4  que son los principales 
receptores involucrados en el reconocimiento de varios componentes de la pared celular de 
bacterias. El TLR 4 es crucial para la respuesta efectiva contra el LPS de las Gram-negativas 
(Chow et al., 1999). 
 
     Todos aparecen como receptores clave para el sistema inmune innato como para la iniciación 
y activación de la cascada de señalización la cual está envuelta con las moléculas adaptadoras 
MyD88 (excepto el TLR 3), dirigiendo el NF-κB de translocación nuclear e inducción de 
diferentes genes proinflamatorios (Takeda et al., 2003; Basu y Fenton, 2004).  
  
     Por lo tanto, los TLR`s aparecen directamente involucrados en la defensa contra las 
infecciones. Por ejemplo, la deficiencia de TLR2 en ratones muestra alta susceptibilidad contra 
el tipo de infecciones salvajes en ratones por bacterias gram-psositivas como el Staphylococcus 
aureus (Takeuchi et al., 2000) Mas importante aún, ha sido reportado que la mutación del tlr2 
puede predisponer a los humanos a llegar a tener tratamientos de por vida por infecciones 
causados por Staphylococcus. (Lorenz et al., 2000). 
 
     Otras investigaciones que estudiaron el rol del TLR4 en la defensa del hospedero contra las 
infecciones del tracto respiratorio por bacterias Gram-negativas in vivo, revelan que el TLR4 
contribuye a la protección de la respuesta inmune innata contra el Haemophilus influenzae 
(Wang et al., 2002) y  Klebsiella pneumoniae (Branger et al., 2004), además de proteger al  
hospedero frente a infecciones virales causadas por Virus respiratorio sincitial (RSV) (Kurt-
Jones et al., 2000, Valarcher y Taylor, 2007).   
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2.4.5 TLR4  
   
2.4.5.1 Estructura 
 
     TLR4 se ha localizado en el cromosoma 4 en el ratón (Poltorak  et al.,   1998b) y cromosoma 
9q32-33 en humanos al (Rock et al., 1998). Se ha demostrado  que la expresión es monoalélica 
en los granulocitos de médula ósea y células B esplénicas (Pereira et al., 2003). El gen TLR4 de 
ratón y humano ha sido clonado y secuenciado (Smirnova et al., 2000). El gen humano es de 19 
kb de longitud y consta de tres exones. El promotor de análisis ha demostrado que la ubicación 
de aproximadamente 75 pb más arriba desde el punto de inicio de la transcripción, siendo  
suficiente para dirigir la expresión de genes. Esta región promotora está altamente conservada 
entre el ser humano y el ratón. El tamaño del gen de ratón es 91,7 kb, su longitud se debe a las 
secuencias intrónicas; de lo contrario, es estructuralmente similar al gen humano (Smirnova et 
al., 2000). 
 
     El dominio extracelular de la proteína TLR4 contiene 22 copias de LRR (Rock et al., 1998). 
La parte extracelular de TLR4 contiene 9 sitios N-glicosilación. La glicosilación es importante 
para el transporte de la proteína a la superficie celular y el mantenimiento de los requisitos 
funcionales de  la integridad del complejo receptor de LPS (da Silva et al., 2002). La señal que 
medie parte de TLR4 es el dominio intracelular TIR (Rock et al., 1998). 
 
 
2.4.5.2 Ligando y Función 
 
     Además de mediar la producción de citocinas en respuesta al LPS y de algunos otros 
productos bacterianos y virales, el TLR4 ha sido sugerido como un receptor para algunos 
ligandos endógenos y, por lo tanto, a participar en otros fenómenos centrales en la respuesta 
inmune. Por ejemplo,  el TLR4 reconoce factores virales, como la proteína de Fusión (F) del 
RSV (Kurt-Jones et al., 2000, Valarcher y Taylor, 2007). Además se conoce que el TLR4 
estimula la secreción de quimioquinas, fibrinógeno, macrófagos (Smiley et al., 2001). La 
fibronectina, que se produce en las células en respuesta a lesión de los tejidos, activa TLR4 
(Okamura et al., 2001). Proteínas de shock térmico 60 (hsp60) induce una respuesta 
proinflamatoria a través de TLR4 como una señal de peligro del estrés y las células dañadas 
(Ohashi et al., 2000). Además, el TLR4 controla la migración de polimorfonucleares mediante 
el control de receptores de quimiocinas de células superficiales (Fan y Malik, 2003). Así mismo 
la  proteína pulmonar surfactante A estimula la expresión de  TLR4 (Guillot et al., 2002).  
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2.4.5.3 Cascada de Señalización 
  
     La cascada de señalización del TLR en mamíferos es análoga a la vía de señalización de la 
proteína Toll de Drosophila. En la Drosophila melanogaster, un producto proteolíticamente 
procesado del gen Spätzle activa el receptor Toll. Las señales de  activación Toll a través del 
Tubo (corresponde con MyD88 en los mamíferos) y los Pelle-quinasa serina-treonina (IRAK en 
los mamíferos) para Cactus, que es el análogo del inhibidor de NF-kB en mamíferos. La 
degradación de los Cactus comunicados de dorsal, es decir, como la proteína NF-kB, desde el 
complejo se transloca dorsal en el núcleo, donde activa genes específicos apropiados, como el 
péptido antifúngico Drosomycin y péptido antibacteriano Attacin (Anderson, 2000). El gen 
Spätzle necesita ser procesada por la proteasa de serina para activar los receptores Toll, y se ha 
sugerido que el LPS primero puede activar la serina proteasa de mamíferos, que genera un 
producto que se requiere para seguir la señalización, pero no hay pruebas directas para  el 
argumento (Mansell et al., 2001). 
 
     De acuerdo a los actuales conocimientos, LPS se reconoce primero cerca de la superficie de 
las células por la LBP, los que rompen agregados de LPS y mueven monómeros de LPS a la 
proteína de membrana CD14. LBP tiene un sitio de alta afinidad de unión al LPS, y funciona 
como un catalizador de lípidos de transferencia  proteína (Schumann et al., 1990, Tobias et al., 
1995, Su et al., 2000). El dominio extracelular de CD14 es muy similar al dominio extracelular 
de TLR4, pero como carece de dominio citoplasmático, no es capaz de inducir la señalización 
celular (Medzhitov et al,. 1997). MD-2 es físicamente asociado al TLR4 y esencial para que 
TLR4 se traslade en la superficie celular  (Ohnishi et al., 2003) y para que se desarrolle una 
respuesta eficaz frente al LPS (Shimazu et al,. 1999, Akashi et al., 2000, Akashi et al., 2001, 
Visintin et al., 2001, Schromm et al., 2001, Mancek et al., 2002). Se ha demostrado que LPS 
está en contacto directo con cada uno de los otros tres miembros del complejo receptor (da Silva 
et al., 2001) (Figura 4). 
 
     El efecto corriente abajo de TLR4 es una proteína adaptadora MyD88, que interactúa con el 
receptor transmembrana a través del dominio TIR C-terminal (Lord et al., 1990, Hultmark 1994, 
Medzhitov et al., 1998). MyD88 une Ser / Thr quinasa IRAK (IL-1R asociado a quinasa) para el 
complejo receptor (Wesche et al., 1997). IRAK está asociado con un adaptador al  receptor TNF 
asociado al factor 6 (TRAF6) (Cao et al., 1996a, Cao et al., 1996b, Muzio et al., 1997). TRAF6, 
a su vez, activa el MAP3K miembro de la familia NIK (NF-kB que inducen quinasa) (Malinin 
et al., 1997), que activa la  NF-kB inhibidor de quinasas (IKKS) (Ling et al., 1998, Takeda et 
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al., 1999, Hu et al., 1999, Li et al., 1999). La degradación de NF-kB permite la  posterior  
translocación al núcleo  para activar e inducir la expresión de genes apropiados (Mercurio et al., 
1997, Woronicz et al., 1997, Zandi et al., 1997). 
 
     Los mecanismo a  nivel molecular  indican que el BRSV induce la activación del NF-κB e 
inicia la respuesta inmune a través de la interacción de la proteína F y el TLR 4 (Kurt-Jones et 
al., 2000), y por la interacción del dsRNA con el TLR3 (Rudd et al., 2005) (Figura 5).  Aunque 
el TLR4 es expresado en altos niveles por los macrófagos y células dendríticas, es expresado a 
su vez en bajos niveles por las células del epitelio respiratorio. Sin embargo, la infección por 
HRSV incrementa los niveles de expresión de tlr4 en estas células y aumenta su respuesta al 
LPS (Monick et al., 2003). La cascada de señalización es similar a la que se da por la unión del 
LPS al CD14 y al Tlr4 (Kurt-Jones et al., 2000).  
32 
 
 
 
 
Fig.4: Cascada de señalización del TLR4, cuando el receptor es estimulado por LPS (Tomado 
de Silverman y  Maniatis, 2001) 
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Fig.5: Cascada de señalización del TLR4 y mecanismo moleculares cuando el receptor es estimulado por la Proteína F del RSV, obsérvese el primer 
diagrama de la célula de la derecha. El RSV se adhiere a las células epiteliales respiratorias a través de glicosaminoglicanos y posiblemente otros 
receptores. La interacción de la proteína F con TLR4 conduce a la activación de NF-kB a través de la vía dependiente e independiente  del Myd88, para 
la transcripción de citoquinas (Tomado de Valarcher y Taylor, 2007).   
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2.4.5.4 Alteración de la expresión del gen tlr4 
 
     TLR 4 fue descubierto como el principal mediador de la respuesta de LPS por la 
caracterización de la hiporespuesta al LPS por cepas de ratones. Por medio de estudios que 
demostraron que la cepa de ratón C3H/HeJ y C57BL/10ScCr muestran una respuesta deficiente 
a las endotoxinas bacterianas. (Sultzer 1968, Coutinho et al., 1977). Ellos pudieron tolerar 
enormes cantidades de LPS sin efecto letal, pero eran muy susceptibles a infecciones de 
bacterias Gram negativas. Estudios genéticos revelaron un solo el locus LPS en el cromosoma 
4, el cual es responsable de la  hiporespuesta al LPS. Posteriormente este locus fue mapeado 
(asignado) como el gen tlr4 (Poltorak et al., 1998a, Poltorak et al., 1998b, Qureshi et al., 1999). 
 
     Los animales desarrollan normalmente de otra manera, pero no muestran respuesta al LPS o 
al Lípido A sintético a un cierto nivel de dosis. La hiporespuesta fue tardíamente sugerida para 
debido a la interrupción de la vía de señalización mediada por TLR4 resultando de la 
inhabilidad del mutante de TLR4 a la interacción con el segundo mensajero MyD88 (Rhee y 
Hwang,  2000). 
 
 
2.4.6 Polimorfismos 
 
     Los polimorfismos en su mayor parte son solo polimorfismos de un nucleótido (SNP) son 
comunes variantes dentro de una población que se encuentran en una frecuencia superior al 1% 
(Zhang  et al.,  2003). Los SNP son la forma más importante y frecuente de variación en el 
genoma y la mayoría de las diferencias genéticas entre individuos son de este tipo. La diferencia 
puede radicar en la  sustitución, la inserción o la deleción de una base. Se cree que hay 
aproximadamente 10 millones de estos polimorfismos en la especie humana, lo que significa 
que unas 10 millones de posiciones a lo largo del genoma (cada 300-500 nucleótidos) tienen 
variaciones frecuentes (Guttmacher y Collins, 2002) (Figura 6).  
 
     SNP puede alterar la secuencia del aminoácido (SNP no sinónimos), afectan las 
características  del promotor, o puede ser completamente "silenciosas"(Zhang  et al.,  2003).  
Llegado este punto, es importante señalar que los SNP que determinan un cambio de 
aminoácido en la proteína que codifica el gen son los menos frecuentes, seguidos de los que 
también se sitúan en la zona de codificación del gen pero no determinan ningún cambio en la 
estructura de aminoácidos de la proteína codificada. Los SNP más frecuentes son los situados en 
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la región promotora del gen (secuencia de ADN donde se une la ARN polimerasa para iniciar la 
transcripción), que pueden condicionar el nivel de producción de una proteína, y sobre todo los 
que se ubican en los intrones (la secuencia no codificante que interrumpe los exones de un gen). 
Se puede deducir, por consiguiente, que sólo una proporción relativamente pequeña de los SNP 
son funcionalmente relevantes, aunque todos tienen un valor potencial muy interesante como 
marcadores genéticos (Guttmacher y Collins, 2002). Las mutaciones no ocurren al azar dentro 
del genoma, sino más bien dependerá de la región genómica en particular, así como en su 
presión selectiva (Zhang  et al.,  2003). Por el contrario, los polimorfismos son importantes 
cuando modifican la regulación del gen (SNP del promotor o del potenciador) o la estructura 
primaria del gen (SNP de exón). (Rodríguez de Castro et al., 2005).  
 
 
 
 
Fig. 6: Molécula de ADN 1 es diferente a la molécula 2 por la variación en un par de base (C/T). 
 
 
     Por ejemplo, en dos genomas humanos de la población moderna mundial muestreados al azar 
serán diferentes en aproximadamente 2.5 x 106 sitios (1 por cada 1300 pares de nucleótidos) 
(Alberts  et al.,  2002). Así, se podría esperar que los genes que codificación las proteínas 
implicadas en la inmunidad o en la resistencia enfermedades deban mostrar un alto número de 
polimorfismos, una hipótesis que se vio reforzada por datos obtenidos de la  secuenciación del 
genoma humano (Marth  et al.,  2001;  Sachidanandam  et al.,  2001) Los sitios mapeados en el 
genoma humano que son polimórficos son ampliamente usados para análisis genéticos en los 
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cuales se intenta asociar con la resistencia o suceptibilidad a enfermedades (Alberts  et al.,  
2002). 
 
     Polimorfismos y otras diferencias en la producción de la moléculas inmunes tales como los 
receptores tipo Toll (TLR’s), tienen una profunda influencia en la respuesta contra el gran rango 
de patógenos y  están asociados con la resistencia o la susceptibilidad de  enfermedades. 
(Lazarus  et al.,  2002).  Dentro de los genes implicados en el reconocimiento inmunológico, 
varios SNPs que se han descrito son no sinónimos, incluyendo las moléculas de reconocimiento 
de patrones, citoquinas (Stüber  et al.,  1996). En el caso de los TLR’s, los polimorfismos 
pueden reducir la habilidad de las proteínas para reconocer los ligandos.  (Mariotti et al., 2009) 
 
     En estudios realizados en humanos se han detectado mutaciones sin sentido (missenses) que 
afectan el dominio extracelular del TLR4 siendo asociado a la sensibilidad del LPS,  
demostrando que los cambios en la secuencia genética pueden alterar la habilidad del hospedero 
en su respuesta hacia el estrés medioambiental (Arbour  et al.,  2000). Así mismo existe una 
correlación entre el polimorfismo Asp299Gly ha sido descrito en la asociación con la 
hiporrespuesta contra el LPS, y la incidencia de casos de sepsis e infecciones por baterías Gram 
negativas sugieren una asociación de las mutaciones con el incremento de la susceptibilidad del 
shock séptico (Lorenz et al., 2002; Agnese  et al., 2002). Este mismo polimorfismo ha sido 
asociado con la susceptibilidad de los humanos frente a infecciones causadas HRSV (Tal et al., 
2004).  Mientras que un estudio de investigación de la aterosclerosis carotídea se llegó a la 
conclusión de que polimorfismos del gen tlr4 tiene un efecto protector sobre la aterogénesis 
(Hamann  et al.,  2000). 
 
     En el  gen tlr2 se han descrito dos polimorfismos en humanos: Arg753Gln, en correlación 
con la incidencia de sepsis en un población blanca, y Arg677Trp, en correlación con la 
incidencia de la lepra lepromatosa en una población de Asia (Schroder y Hermann, 2003).  
 
     En tlr5, la mutación en la posición 1174 en la secuencia de codificación de la causa aparición 
de un codón de parada (Arg392stop) suprime la posibilidad de reconocer los flagelos de una 
manera dominante, tales mutaciones pueden ser asociadas a los casos de enfermedad de los 
legionarios, sobre todo en las poblaciones de los no fumadores (Hawn  et al.,  2003).  Sin 
embargo, la presencia de Arg392stop en TLR5 se asocia negativamente con la ocurrencia de la 
enfermedad de Crohn (Gewirtz  et al.,  2006). 
 
37 
 
 
     Un estudio reciente del  análisis de polimorfismos en TLR1, TLR2, TLR4, TLR6, y  
TLR10, investigó la asociación de los SNPs detectados con la tuberculosis. Homocigotos del 
haplotipo formado por dos SNP’s en TLR1 (N248S y S602I) se asociaron significativamente 
con aumento del riesgo de la tuberculosis (Ma  et al.,  2007). 
 
     En pollos las variaciones genéticas del tlr4 han sido asociadas a suceptibilidad frente a 
infecciones con Salmonella enterica serovar Typhimurium (Leveque  et al.,  2003).  Otro 
estudio en pollos ha sugerido una asociación entre un rasgo inmunológico  (contenido de 
oxígeno de la sangre) con un polimorfismo en TLR4 (Ye  et al.,  2006).  
 
     En los cerdos, se estudio polimorfismos en los  genes de los TLR 1, 2, 4, 5 y 6 porque estas 
son las moléculas comprometidas con la primera línea de defensa contra los mayores patógenos 
extracelulares responsables de las infecciones oportunistas en el cerdo. Se emplearon 96 
animales procedentes de 11 diferentes razas, incluidos los habitualmente utilizados para la 
producción de carne (Landrace, Large White, Duroc y Berkshire). En total, se detectó 136 
SNP’s en los cinco genes TLR porcino, de los cuales 13 SNP’s fueron del gen tlr4, en total 63 
SNP’s generaron sustituciones de aminoácidos. La distribución de los SNP que afectan a la 
codificación de aminoácidos fue parcial notablemente entre las regiones de SNP’s. Muchos 
SNP’s fueron distorsionadamente localizados en las secuencias que codificación los 
ectodominios de estos TLR, y estas SNP’s no sinónimos poseían un alto nivel de 
heterocigosidad en comparación con las de otras regiones (Shinkai  et al.,  2006). 
 
     En el ganado, los SNP’s se han detectado en los genes TLR por varios grupos. En el ganado 
vacuno, un estudio de SNP’s de TLR4 demostrado que un SNP no sinónimos en la región 
central de la ectodominio ha sido seleccionado a través de la evolución positiva (White  et al.,  
2003).  Womack y colegas también informó de la distribución de los SNPs en todo el secuencia 
genómica que contiene TLR1, TLR3, TLR5, TLR7, TLR8, TLR9, y TLR10 (Cargill  et al.,  
2007; Seabury  et al.,  2007). Una variedad de polimorfismos en TLR4 y TLR9 también se han 
observado en las ovejas (Zhou  et al., 2007; Zhou  et al., 2008). 
 
     Mariotti y colaboradores (2009) lograron identificar 8 SNP’s en genes de gran interés para el 
manejo del ganado, mediante la detección de las secuencias de nucleótidos de TLR2, TLR4, y 
TLR6 en la especie bovina.  Estas variaciones en los genes relacionados con la función inmune 
contribuirán a la investigación sobre la respuesta de la enfermedad en el ganado. De hecho, los 
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SNP’s recientemente identificados se pueden utilizar en estudios de asociación entre los 
polimorfismos y ganado la resistencia a las enfermedades. 
 
     En base a esto, es posible que futuras investigaciones de SNP’s del gen tlr4 sean requeridas 
para analizar la asociación entre el polimorfismo y la resistencia o suceptibilidad a diversas 
enfermedades como neumonías en camélidos sudamericanos. 
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3. MATERIALES Y MÉTODOS 
  
3.1 Lugar de muestreo: 
 
     Las muestras patológicas fueron obtenidas durante la campaña de parición, 
específicamente en el mes de Febrero (2008, 2009, 2010) y en época de esquila  
(Octubre de los años 2007, 2008, 2009) en el Centro de Investigación y Producción 
C.I.P. La Raya UNA- Puno, centro ubicado en las coordenadas 14° 28’  latitud Sur y 
70° 56’ latitud Oeste, zona donde la altitud es 4245 m.s.n.m. en promedio. 
 
     Adicionalmente se tomaron muestras en los distritos de Macusani (4315 m.s.n.m.) y 
Santa Lucía (4025 m.s.n.m.), ubicados en la Provincia de Carabaya y Provincia de 
Lampa, respectivamente.  
 
Fig. 7: Ubicación de los lugares de muestreo 
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3.2 Animales 
 
     El estudio contempló un total de 57 muestras de crías con procesos neumónicos. 
Todas las muestras obtenidas procedieron de animales que fluctuaron entre 0 y 12 
meses de edad. En la gran mayoría de los casos, los animales fueron hallados muertos, 
siendo trasladados a la sala de necropsia, salvo algunos casos donde la toma de muestra 
se realizó en campo. La hora de muerte fue considerado un factor importante para la 
selección de los animales, la cual no podía superar las 12 horas entre la muerte y la 
recolección de la muestra.  
   
     Los animales en estudio fueron en su mayoría animales enfermos, pero se emplearon 
animales sanos para determinar las alteraciones en el gen. Los animales sanos 
pertenecientes al estudio fueron comprados y sacrificados. La selección de estos 
animales se baso en las características fenotípicas poco deseadas: animales con fibra 
gruesa y manchada, orejas cortas o caídas, ojo zarco, mal aplomo. Previo al sacrificio, 
estos fueron evaluados mediante un examen clínico, determinándose que se encontraban 
aparentemente sanos. Las muestras que se obtuvieron de los múltiples órganos fueron 
derivadas a diversos estudios donde se requerían tener animales control, para el presente 
estudio se tomaron solo las muestras de sangre, hisopado bronquial  y tejido pulmonar 
para proceder al aislamiento de los posibles agentes de los animales aparentemente 
sanos.  
 
     El grupo de los animales enfermos fue determinado por las lesiones macroscópicas 
compatibles con cuadros neumónicos. Solo en algunos de los animales fue posible 
determinar por medio de los signos clínicos el proceso neumónico: depresión, orejas 
dirigidas hacia atrás y anorexia; puede haber o no secreción por la nariz, tos, elevación 
de temperatura corporal y respiración superficial. La muerte ocurría entre 1 y 3 días 
después de aparecer las manifestaciones clínicas, como había sido descrito 
anteriormente por Ameghino y  DeMartini  (1991). En muchos de los casos no se logró 
observar la presencia de signos clínicos debido al curso rápido de un cuadro hiperagudo, 
generando que los animales amanezcan muertos, a pesar de haber estado aparentemente 
sanos días anteriores.  
 
    Las animales en el periodo de esquila suelen presentar cuadros neumónicos días 
posteriores a la esquila, se asume que debido al proceso de estrés al cual eran sometidas 
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debido a la manipulación de la actividad, generaba que el animal se inmunosuprima, 
disminuyendo su primera línea de defensa frente a los diferentes agentes infecciosos 
propios y extraños, logrando así que se inicie un proceso infeccioso que en la mayoría 
de los casos fueron cuadros neumónicos, además por la época del año no hay 
precipitaciones pero si la temperatura disminuye mucho (Heladas), además que las crías 
habiendo sido destetadas eran trasladadas hacia zonas más elevadas y a condiciones más 
extremas. 
 
     A su vez, el grupo de animales enfermos fue dividido en dos grandes subgrupos, en 
animales menores de 6 meses, considerados crías menores, y el grupo de animales 
mayores de 6 meses, considerado el grupo de crías mayores, muchas veces llamados 
tuis, en este grupo no se aceptaron animales que pasen el año de edad.   
 
 
3.3 Toma de muestra 
 
     Las muestras patológicas para los estudios microbiológicos consistieron 
principalmente en hisopados tomados directamente de la secreción y exudados de la 
tráquea y bronquios pulmonares con la ayuda de un hisopo estéril y fueron colocados en 
medio Cary Blair para su transporte. Las muestras del parénquima pulmonar, fueron 
seleccionadas las zonas más afectadas en los animales con cuadros de neumonías, para 
ser almacenados en tubos estériles con Agar semisólido BHI, para el posterior 
aislamiento microbiológico.  
 
     Las muestras para análisis histopatológicos correspondieron a muestras de tejido 
pulmonar afectado (2 cm3) y ganglios linfáticos mediastínicos conservados en formol 
bufferado al 10%.  
 
     Para los estudios moleculares, las muestras de sangre fueron obtenidas y conservadas 
en refrigeración en tubos de 3ml con EDTA, para ser transportadas al laboratorio. 
 
3.4 Aislamiento e identificación de patógenos 
 
     Para la identificación y aislamiento de agentes bacterianos, las muestras fueron 
sembradas en Agar McConkey y Agar Sangre, incubadas a 37 ºC por 24 horas. La 
identificación de las colonias se realizó observando características morfológicas, 
42 
 
tintoriales (Tinción Gram) y bioquímicas (Anexo 1 y 2). Para la ejecución de las 
pruebas bioquímicas se empleo el kit comercial API 20NE de Biomerux®, siguiéndose 
las instrucciones del fabricante (Anexo 3).  
 
     Para la identificación de BRSV, se empleo la técnica de inmunofluorescencia 
directa, empleando antisuero policlonal conjugado con isotiocianato de fluoresceina 
anti-BRSV (VRMD), siguiéndose las instrucciones del fabricante (Anexo 4).  
 
3.5 Estudio Histopatológico:  
 
     Los tejidos  fijados en formol bufferado al 10% fueron procesadas por medio de la 
técnica de histopatología convencional, embebidos en parafina, para luego ser 
reducidos, fijados y coloreados con hematoxilina-eosina. 
 
     La observación de las láminas histopatológicas se realizó empleando un microscopio 
de luz u óptico, siguiendo la técnica de observación establecida. Las lesiones 
encontradas fueron clasificadas según el tipo de exudación  y según el grado de lesión 
del parénquima (Trigo, 2002). 
 
   
3.6 Extracción de ADN 
 
     Para la extracción de ADN de sangre se utilizó el kit comercial DNA Purification Kit 
de Wizard® Genomic, la extracción se realizó siguiendo las instrucciones del fabricante.  
 
     Una vez obtenido el ADN, se procedió a la evaluación de la calidad y cantidad del 
mismo para lo cual se empleó la técnica de electroforesis horizontal, utilizando la 
agarosa estándar (Seakem®), preparándose geles a una concentración del 0.8% con 
buffer TBE 0.5X. El marcador de peso molecular empleado fue fago lambda cortado 
con Hind-III, Promega®. Las condiciones de la corrida electroforética fueron 100 V, 
100 A por un tiempo de 45 minutos. La tinción del gel fue en Bromuro de Etidio al 1%, 
visualizándose en un trasluminador. 
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3.7 Amplificación del gen tlr4  
 
3.7.1 Diseño de cebadores: El primer par de cebadores fueron diseñados usando 
como base la secuencia de cebadores para porcinos (Shinkai et al., 2006) que 
codifican para  el tercer exón de la región codificante del dominio extracelular 
del TLR4, para lo cual se diseñaron cebadores degenerados. El segundo par de 
cebadores fueron diseñados en el estudio, tomando como referencia las 
secuencias de tlr4 de bovino y porcino publicadas en el Genbank (Tabla 1).  
 
Cuadro 1: Cebadores de PCR diseñados 
Cebador Secuencia (5’ – 3’) 
Tamaño 
(bp) 
Autor 
F5deg CAMTGAWTTTGGGACAACCA 621 Shinkai et al. 
R5Deg AGCTGCYTCTGGTCCTTGAC 621 Shinkai et al. 
F40 TTCAGAACAACTTGCTGCCTG 345 
Diseñado en el 
estudio 
R32 TCTGGTCCTTGAGCCACTGCA 345 
Diseñado en el 
estudio 
 
 
3.7.2 Reacción en Cadena de la Polimerasa (PCR): Se empleó la técnica de PCR para 
la amplificación de los exones de la región codificante del dominio extracelular del 
TLR4. Para el desarrollo de la técnica se utilizó la enzima Taq DNA polimerasa, 
recombinante 5U/µl (Invitrogen®), dNTP’s y cloruro de magnesio (MgCl2) 25 mM de 
Promega®; y el agua ultrapura de Ambion®.   
 
     Las condiciones estandarizadas fueron las siguientes: Mix 1.5 (dNTP’s 200 µM, 
MgCl2 1.5 mM), primers 10 µM, 1 U de enzima Taq DNA polimerasa recombinante y 
50-100 ηg de ADN, en un volumen final de 20 μl. 
 
     Se hizo uso de un termociclador modelo MyCycler thermal cycler (BIORAD), para 
la obtención de los amplicones las condiciones fueron iguales para ambos pares de 
cebadores, variando solo la temperatura de hibridación (Tabla 2 y 3). 
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        Cuadro 2: Condiciones de PCR para amplicón de 621 bp 
 
Fase Temperatura Tiempo 
Desnaturalización inicial    95° C 5 minutos 
 
Desnaturalización 
94 °C 1 minuto 
Hibridación                      30 ciclos 56 °C 1 minuto 
Elongación 
 
72 °C     1 minuto 
Extensión Final 72 °C 10 minutos 
 
 
   Cuadro 3: Condiciones de PCR para amplicón de 345 bp 
Fase Temperatura Tiempo 
Desnaturalización inicial 95° C 5 minutos 
 
Desnaturalización 
94 °C          1 minuto 
Hibridación                      30 ciclos 59 °C         1 minuto 
Elongación 
 
72 °C 1 minuto 
Extensión Final         72° C      10 minutos 
 
 
3.7.3 Visualización del producto de PCR: se preparo un gel al 2% de concentración 
con TBE 0.5X, la tinción se realizo en Bromuro de Etidio al 1%. El marcador de peso 
molecular de 100 bp Perfect DNA Marker (Novagen®), el cual nos ayudo a establecer 
el tamaño del amplicón obtenido.  
 
3.7.4 Purificación del amplificado: Se purificaron los amplicones utilizando un kit 
comercial (Kit Wizard SV Gel and PCR Clean Up System- Promega), siguiendo las 
instrucciones del fabricante (Anexo 5).  
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3.8 Secuenciación y Análisis de secuencias 
 
     La región amplificada se envió a centros especializados donde se procedió a la 
secuenciación. Las secuencias obtenidas fueron comparadas con las secuencias existentes 
en la base de datos de BLASTN (www.ncbi.nlm.nih), y analizadas en el programa BioEdit. 
Las secuencias de ADN y de proteínas fueron comparadas con la de otras especies 
relacionadas a las alpacas.  
 
3.9  Estudio del polimorfismo del gen 
 
     Para la determinación de polimorfismos las secuencias fueron alineadas  y comparadas 
entre sí usando el programa CLUSTAL X (Thompson  et al.,  1997). Se comparó la 
presencia/ausencia de polimorfismos y la presencia/ausencia de salud o enfermedad. 
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4. RESULTADOS 
 
4.1 Histopatología 
 
4.1.1 Hallazgos Macroscópicos 
 
Los hallazgos macroscópicos de campo muestran una alta frecuencia (13/30) de casos 
con congestión difusa y edema pulmonar en las crías menores de 6 meses, en cambio en 
las crías mayores de 6 meses hubo mayor frecuencia de casos con bronconeumonía 
extensiva  y pleuritis fibrinosa (11/27), tal como se muestra en la tabla 4. 
 
 
Cuadro 4: Hallazgos Macroscópicos en campo 
 
Diagnostico Macroscópico 
Nº de 
casos 
crías < 
6 meses 
N° de 
Casos 
crías > 6 
meses 
Bronconeumonía  extensiva y pleuritis fibrinosa 
 
7 
(23.3%) 
11(40.8%) 
Bronconeumonía multilobal 
 
10 
(33.3%) 
8 (29.6%) 
Congestión difusa y edema pulmonar 
 
13 
(43.4%) 
8 (29.6%) 
Total 30 27 
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     En los casos de bronconeumonía extensiva/multilobal y pleuritis fibrinosa, los 
cambios patológicos estuvieron asociados a consolidaciones multifocales en las áreas 
cráneo ventrales principalmente comprometiendo los lóbulos craneales y cardiacos y en 
menor grado el lóbulo posterior (Figuras 8, 9, 10).  8 de los pulmones del grupo de crías 
mayores de 6 meses presentaron severa adherencias fibrinosas a las paredes costales y 
algunas veces la superficie pulmonar se mostró crepitante presentando formaciones 
bullosas (Figura 11). La incisión de las partes afectadas evidenció zonas consolidadas 
rojizas exudando abundante material sanguinolento espumoso. Las mucosas traqueales 
y bronquiales congestionadas mezcladas con mínima a moderada cantidad de espuma 
blanquecina y algunas veces de color cremoso (Figura 12). Los nódulos pulmonares se 
presentaron aumentados de tamaño y congestionados. 
 
 
Fig. 8: Pulmones mostrando consolidaciones multifocales principalmente en lóbulos posteriores 
(severa y extensiva bronconeumonía). 
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Fig. 9: Tejido pulmonar con consolidaciones rojizas en áreas ventrales de los lóbulos 
craneal y cardiaco. 
 
 
 
Fig. 10: Pulmón presentando consolidaciones cráneo ventrales en lóbulo anterior. 
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Fig. 11: Pulmones mostrando consolidación focal y formaciones de bulla enfisematosa 
(flecha) 
 
 
Fig. 12: Pulmones con consolidaciones focales y presencia de material espumoso intratraqueal. 
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     En la mayoría de los casos de congestión difusa y edema pulmonar, los pulmones se 
encontraban aumentados de tamaño mostrando externamente una uniforme congestión 
muchas veces abarcando todo el lóbulo (Figura 13) dando un aspecto húmedo y brilloso 
y que al corte exudaba abundante cantidad de material sero-sanguinolento mezclado con 
espuma rosada. Los nódulos linfáticos adyacentes ligeramente aumentado en tamaño 
con el parénquima enrojecido.  
 
 
Fig. 13: Tejido pulmonar evidenciando una severa congestión difusa comprometiendo 
extensivamente  el lóbulo posterior derecho. 
 
 
 
4.1.2 Hallazgos Microscópicos 
 
Los hallazgos microscópicos muestran una alta frecuencia (13/30) de casos con 
moderada congestión difusa y edema en las crías menores de 6 meses y crías mayores 
de 6 meses (8/27), tal como se muestra en la tabla 5. 
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Cuadro 5: Hallazgos Microscópicos 
 
Diagnostico Microscópico 
Nº de casos 
crías < 6 
meses 
N° de 
Casos 
crías > 6 
meses 
Severa bronconeumonía fibrino-supurativa difusa aguda
 
5(16.7%) 6 (22%) 
Moderada bronconeumonía supurativa difusa aguda 
 
10(33.3%) 7 (26%) 
Moderada a severa congestión difusa aguda y edema 13 (43.3%) 8 (30%) 
Moderada bronconeumonía no supurativa difusa aguda 
 
2 (6.7%) 6 (22 %) 
Total 30 27 
 
 
     En los cuadros de severa bronconeumonía fibrino-supurativa difusa aguda, los 
cambios más comunes en este grupo fueron moderados a severas infiltraciones de 
células polimorfonucleares engrosando las paredes alveolares y que  algunas veces 
ingresan al interior de los espacios alveolares y bronquiales.  En todos estos casos (n=6) 
pertenecientes al grupo de crías mayores de 6 meses se observaron depósitos de fibrina 
extensivamente distorsionando y destruyendo el parénquima pulmonar (Figura 14). En 
otros casos se evidenció la perdida de arquitectura parénquimal asociada a 
descamaciones epiteliales intrabronquiolares (Bronquiolitis necrotizante).  Los vasos 
sanguíneos se hallaron generalmente pletorizados mixtos con extravasaciones focales de 
eritrocitos y aun  presencia de material eosinifílico (edema).  La pleura estuvo 
engrosada mostrando depósitos de fibrina e  infiltración de polimorfo nucleares. 
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Fig. 14: Obsérvese presencia de depósitos de fibrina distorsionando el parénquima 
pulmonar e infiltrado con exudado inflamatorio (10X) (Flechas) 
 
 
     Los cambios histopatológicos en  el grupo de moderada bronconeumonía supurativa 
difusa aguda, mostró, con excepción a los depósitos de fibrina, que son muy similares al 
grupo anterior. Las infiltraciones de células inflamatorias fueron mucho más intensos no 
solamente ocupando el intersticio si no también espacios alveolares y aún 
intraluminalmente en vasos sanguíneos (Figura 15). El epitelio de los bronquiolos 
dependiendo de grado destructivo se encontraba difusamente necrosado, descamado o 
hiperplásico (Figura 16).  Se observaron también, depósitos de material membranoso 
proteico (mucus), fibrina  y edema en lúmenes de los alveolos, bronquios algunas veces 
asociados a presencia de nidos bacterianos. 
 
     Se caracterizó por la presencia de polimorfonucleares infiltrados en las paredes 
alveolares, tornándolas más gruesas  y en la luz alveolar, en casos más severos  estos 
podían estar presentes en la luz de los vasos sanguíneos y bronquios. Los vasos 
sanguíneos mostraron una moderada pletorización, y en algunos casos se observo 
líquido eosinifílico (edema) en muy poca cantidad.  Hubo evidencia de de casos de 
bronquiolitis necrotizantes, debido a que el epitelio bronquial ce encontraba en tu 
totalidad degenerado y necrosado (Figura 16), en casos más leves, solo se evidencio la 
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descamación del epitelio y una leve hiperplasia del epitelio bronquial, en algunos casos 
se evidenció la presencia de mucus en el interior de los bronquios, así como algunos 
eritrocitos. 
 
     El mucus también fue observado en la luz de los alvéolos, así como depósitos de 
fibrina (la cantidad variaba dependiendo del grado de la lesión), y en algunas veces se 
lograba observar nidos bacterianos.  En los casos moderados la presencia de macrófagos 
alveolares fue más evidente que en los casos leves, además había infiltración de algunas 
células mononucleares (linfocitos) en el parénquima, así como detritus celular. La 
pleura no se vio afectada, como en los casos severos.  
 
 
 
Fig. 15: Perdida de la estructura bronquial, presencia de mucus, células inflamatorias y 
eritrocitos dentro de los bronquios (Flecha). Paredes alveolares con infiltración de 
linfocitos y células inflamatorias (10X). 
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Fig. 16: Descamación del epitelio bronquiolar, así como la perdida de la estructura 
células (10X) (Flechas). 
 
Los cambios histopatológicos en los cuadros de moderada a severa congestión y 
edema pulmonar se concentraron en presencia de vasos sanguíneos  pletorizados, 
moderada a severa congestión asociada a depósitos de material eosinofílico (edema) 
ocupando, en algunos casos, espacios bronquiales.  Paralelamente, se observaron 
presencia de eritrocitos  infiltrando y engrosando las paredes alveolares (Figura 17) que 
en algunas veces ocupaban espacios alveolares con mínima a moderada infiltración de 
células inflamatorias mixtas de polimorfonucleares y linfocitos en el parénquima 
pulmonar. En algunos casos se observaron ruptura de las paredes alveolares (enfisema) 
(Figura 18), así como depósitos focales parduzcos (hemosiderosis) y en otras una ligera 
descamación epitelial, e hiperplasia en bronquios.  
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Fig. 17: Tejido pulmonar con pérdida de la arquitectura alveolar y asociada con una 
extensiva congestión, extravasación de eritrocitos e infiltración inflamatoria (10X). 
 
 
 
Fig. 18: Parénquima pulmonar con extensiva ruptura de paredes alveolares (enfisema) 
(10X). 
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     Solo se presentaron 4 casos de  moderada bronconeumonía no supurativa difusa 
aguda, los cambios estuvieron asociados a infiltraciones inflamatorias principalmente 
por células mononucleares invadiendo el parénquima, luz alveolar y bronquial. En estos 
casos las células inflamatorias se agregaban alrededor de los bronquios (Figura 19)  y en 
un solo caso los agregados estuvieron dispersos multifocalmente. Las alteraciones 
epiteliales bronquiolares fueron mínimas. 
 
Solo 3 casos fueron positivos a P.multocida, 2 positivos a M. haemolytica, donde en 
uno de ellos existía la presencia de ambas especies, así mismo existió la presencia de 
BRSV(n=2). Se evidencio un exudado de tipo no supurativo, las células monocucleares 
estaban distribuidas por todo el parénquima, en la luz de los alvéolos y bronquios e 
infiltrado las paredes alveolares. Estos linfocitos a su vez mostraban agregados 
alrededor de los bronquios (agregados peribronquiales), los cuales estaban de manera 
organizada. Solo en uno de los casos se observo agregados linfoides en múltiples zonas 
del parénquima. Los bronquios no mostraron descamación del epitelio. La presencia de 
eritrocitos infiltrados en las paredes alveolares y algunos extravasados. Los vasos 
sanguíneos y capilares mostraban moderada pletorización.  
 
 
Fig. 19: Tejido pulmonar mostrando agregado linfoide en zona peribronquial. Muestra 
positiva a  P.multocida, Streptococcus sp.y BRSV (10X). 
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4.2 Aislamiento e identificación de P. multocida y M. haemolytica  
 
     La detección de agentes bacterianos presentes en los pulmones en estudio fue de 
93%, debido a que se hallaron bacterias de diferentes especies en 53 de los 57 pulmones 
(Tabla 6). Se logró aislar P. multocida de 33  de las 57 muestras totales, teniéndose en 
general un 57.9 % de casos de neumonías causados por esta bacteria, en el  primer 
grupo se aisló la bacteria de 18 animales y en el segundo de 15 animales, dando una 
proporción de 60% y 55.6% de aislamiento respectivamente. M. haemolytica fue la 
segunda bacteria hallada en mayor proporción, teniendo un 38.6%, observándose 22 de 
57 casos positivos a esta bacteria, la bacteria se aisló de 12 animales del primer grupo y 
de 10 animales del segundo grupo  (Tabla 7). 
 
 
Cuadro 6: Detección de agentes bacterianos en 57 neumonías agudas en alpacas 
  
Edad 
Agentes 
Bacterianos 
Crías < 6 meses 28/30 
Crías > 6 meses 25/27 
Total 53/57 (93%) 
 
 
     Además se aislaron otros agentes bacterianos, como Streptococcus sp. (21%), 
Staphylococcus sp. (29.8%) y E.coli (12.3%) (Tabla 7). 
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Cuadro 7: Detección de agentes bacterianos en 53/57 neumonías agudas en alpacas 
Edad Pm Mh Strep. Staph. E.coli 
Crías < 6 
meses    
Crías > 6 
meses 
18/30 (60%) 
 
15/27(55.6%) 
12/30 
 
10/27 
6/30 
 
6/27 
10/30 
 
7/27 
3/30 
 
4/27 
Total 33/57(57.9%) 22/57 
(38.6%) 
12/57 
(21%) 
17/57 
(29.8%) 
7/57 (12.3%)
 
Pm: Pasteurella multocida 
Mh: M. haemolytica 
Strep: Streptococcus sp. 
Staph: Staphylococcus sp. 
 
     Por otro lado, se pudo determinar que existía interacción de agentes bacterianos en 
un mismo animal, es decir, la infección no solo era causada por una sola especie.  
Lográndose aislar hasta tres especies bacterianas diferentes de un mismo individuo, P. 
multocida y M. haemolytica mostraron presentación única y coexistencia con dos o más 
bacterias, siendo más predominante la interacción de ambas con  Staphylococcus sp., 
lográndose encontrar mayor presentación de esta asociación  en crías menores de 6 
meses (n=6). También se pudo aislar Streptococcus sp. y Escherichia coli  (Tabla 8). 
 
Cuadro 8: Interacción de agentes bacterianos en neumonías agudas en alpacas 
Edad 1 Bacteria 2 Bacterias 3 Bacterias 
Crías < 6 
meses     
Pm (n=6) 
Mh (n=4) 
Strep (n=2)  
Staph(n=1) 
E.coli (n=0) 
Pm+ Strep. (n=3) 
Pm +Staph.(n=2) 
Pm +E.coli (n=1) 
Mh+ E.coli (n=2) 
Strep+ Staph (n=1) 
Pm+ Mh+ Staph (n=6) 
 
Crías > 6 
meses 
Pm (n=4) 
Mh (n=3) 
Strep (n=2)  
Staph (n=0) 
E.coli (n=1) 
Pm+ Strep. (n=3) 
Pm +Staph.(n=4) 
Mh+ E.coli (n=2) 
Mh+ Staph.(n=1)  
Pm+ Mh (n=3) 
Pm+ Mh+ Staph (n=1) 
Strep+ Staph+E.coli (n=1)  
 
 
Pm: Pasteurella multocida 
Mh: M. haemolytica 
Strep: Streptococcus sp. 
Staph: Staphylococcus sp. 
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4.3 Identificación de BRSV   
 
     La detección de agentes virales presentes en los pulmones en estudio fue de 24%, 
debido a que se hallaron antígenos virales en 6 de los 25 pulmones, de los cuales 1 
animal positivo fue cría menor de 6 meses y el resto perteneció al grupo de crías 
mayores de 6 meses (Tabla 9).  
 
Cuadro 9: Detección de BRSV en 6/25 neumonías agudas en alpacas 
 
Edad BRSV 
Crías < 6 meses    
Crías > 6 meses 
1/10 
5/15 
Total 6/25 (24%) 
 
BRSV: Virus Respiratorio Sincitial Bovino 
 
 
4.4 Interacción Virus - Bacterias 
 
     La interacción de diferentes tipos de patógenos se evidenció en 6 animales de los 25 
en estudio. Existiendo asociación entre BRSV y P. multocida (n=2), a la vez se mostró 
un caso de asociación de ambos agentes con Streptococcus sp. (n=1) y Staphylococcus 
sp. (n=1).  M.haemolytica estuvo presente junto a Staphylococcus sp. (n=1). Cabe 
resaltar que todos estos casos mencionados pertenecieron al grupo de crías mayores a 6 
meses de edad. En el grupo de crías más pequeñas, no se observó la presencia de P. 
multocida y M.haemolytica, en las muestras estudiadas (Tabla 10).  
 
Cuadro 10: Coexistencia de virus y bacterias en cuadros de neumonías agudas en alpacas. 
 
Edad BRSV 
Crías < 6 meses Strep+ Staph. (n=1) 
Crías > 6 meses 
Pm (n=2) 
Pm+ Strep. (n=1) 
Pm+ Staph. (n=1) 
M.h+ Staph. (n=1) 
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4.5 Análisis de Secuencias  
 
     Los productos de PCR (Anexo 6) fueron analizados con el uso del programa BLAST 
(Basic Local Alignment Search Tool), determinando en primera instancia si era el 
amplicón deseado. Luego las secuencias fueron visualizadas con el uso del programa 
Bioedit, por medio del cual se pudo observar los cromatogramas y determinar la 
presencia de los picos que sugerían la presencia de SNP’s (Figura 20). Las secuencias 
fueron analizadas para cada uno de los individuos, las secuencias Forward y Reverse 
fueron alineadas con el uso del programa Clustal W, determinándose la secuencia 
consenso para cada uno de los individuos, que nos sugería las posibles variaciones en 
los pares de bases (Figura 21).  
 
 
Fig. 20: Cromatograma del gen tlr4 de una alpaca sana. 
 
 
Fig. 21: Secuencia consenso determinando los SNP’s propios del individuo. 
 
     Luego del análisis y edición de las secuencias, se obtuvo la secuencia consenso real. 
A esta misma secuencia se le realizó un Blast para establecer su verdadera similitud con 
las secuencias de  tlr4 de otras especies ubicadas en el GenBank (Tabla 11). 
61 
 
     El amplicón de 345 bp presentaba mayor similitud con mamíferos marinos (orca, 
delfín del pacífico, cachalote), seguido de rumiantes (búfalo, ovinos, caprinos, bovinos) 
y porcinos. De igual manera el amplicón de 621 bp presentó mayor similitud con 
mamíferos marinos (orca, delfín del pacifico, cachalote), pero mostró mayor semejanza 
con las secuencias de porcinos, seguido de las secuencias de rumiantes.  
 
Cuadro 11: Blast de la secuencia parcial de tlr4 obtenida. 
 
Descripción Mx Score E-value 
% Max 
Identidad 
Orcinus orca TLR4 mRNA for Toll like 
receptor 4, complete cds 
412 7.00E-112 90% 
Lagenorhynchus obliquidens TLR4 mRNA 
for Toll like receptor 4, complete cds 
408 9.00E-111 90% 
Balaenoptera acutorostrata TLR4 gene for 
Toll like receptor 4, partial cds 
403 4.00E-109 90% 
Physeter catodon TLR4 gene for Toll like 
receptor 4, partial cds 
394 2.00E-106 89% 
Tursiops truncatus TLR4 mRNA for toll-like 
receptor 4, complete cds 
394 2.00E-106 89% 
Bison bison toll-like receptor 4 (TLR4), exon 
3 
363 3.00E-97 86% 
Capra hircus Toll-like receptor 4 (TLR4) 
mRNA, partial cds 
361 1.00E-96 86% 
Bubalus bubalis toll-like receptor 4 gene, 
complete cds 
361 1.00E-96 86% 
Ovis aries Toll-like receptor 4 mRNA, partial 
cds 
361 1.00E-96 86% 
Capra hircus Toll-like receptor 4 mRNA, 
partial cds 
361 1.00E-96 86% 
Bos indicus toll-like receptor 4 precursor 
(TLR4) gene, complete cds 
358 1.00E-95 86% 
Bos taurus toll-like receptor 4 (TLR4) gene, 
complete cds 
358 1.00E-95 86% 
Sus scrofa TLR4 mRNA for Toll-like 
receptor 4, complete cds 
356 5.00E-95 86% 
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     Se reconocieron a los individuos que presentaban SNP’s, los cuales estuvieron 
presentes en una proporción 2/10 animales evaluados.  Ambos animales fueron 
positivos al aislamiento de P.multocida y negativo para otros agentes bacterianos y 
virales (Tabla 12). El resto de animales enfermos no presentaron variaciones en la 
secuencia  del tlr4 evaluado y estas fueron iguales a la de los animales sanos.  
 
Cuadro 12: Relación entre SNP´s y agentes patógenos. 
 
N° Bacterias Virus SNP’s 
Enfermo 1 Pm neg. No 
Enfermo 2 Pm+ Strep Sd No 
Enfermo 3 Pm Sd Si 
Enfermo 4 Pm+ Mh+ Staph Sd No 
Enfermo 5 Pm+ Mh neg. No 
Enfermo 6 Pm neg. Si 
Sano 1 neg. neg. No 
Sano 2 neg. neg. No 
Sano 3 neg. neg. No 
Sano 4 neg. neg. No 
 
Pm: Pasteurella multocida 
Mh: M. haemolytica 
Strep: Streptococcus sp. 
Staph: Staphylococcus sp. 
Sd: Sin determinar 
 
     Se realizó un alineamiento entre las especies más representativas según el Blastn, 
comparando las secuencias de los individuos con las secuencias genómicas de bovino,  
porcino, ovino, caprino y orca publicadas en el Genbank (N°: NM174198, 
GQ503242.1, GU461886.1, HM627213.2, AB492857.1). Se observó gran similitud 
entre las secuencias, con algunas variaciones de pares de bases entre especies (Figura 
22).   
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Fig. 22: Alineamiento de las secuencias de tlr4 de de diferentes especies. Las 
secuencias altamente conservadas (indicado por los asteriscos (*). 
 
 
   Así mismo, al realizar un cladograma este reveló que la secuencia de tlr4 de alpaca 
está más relacionada a los porcinos y bovinos (Figura 23).  
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Fig. 23: Cladograma de las secuencias de tlr4 entre especies 
 
 
     En relación al análisis de SNP’s entre animales enfermos y sanos, estos solo 
estuvieron presentes en los animales que presentaron procesos neumónicos, mientras 
que cuatro individuos a pesar de haber sufrido de un proceso infeccioso neumónico, no 
mostraron SNP’s en su secuencia evaluada. El polimorfismo  mostro el genotipo G/T y 
G/C. Las secuencias de individuos fueron alineadas entre sí, observándose que eran 
secuencias altamente conservadas (indicado por los asteriscos (*), lo que significa que 
en dicha posición los residuos son 100% idénticos  (Figura 24). 
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Fig. 24: Alineamiento de las secuencias consenso de tlr4 de 5 individuos, obsérvese la 
presencia de SNP’s entre individuos. La letra K indica que en esa posición podría haber 
una G/T. 
 
     Las secuencias de ADN de los individuos fueron traducidas a una secuencias 
proteicas con el uso del programa Emboss Transeq, dando la secuencia aminoacídica de 
cada uno de los individuos. De la misma manera se realizo el alineamiento de las 
secuencias de la proteína. La comparación de la secuencia de aminoácidos entre 
especies reveló que existe gran similitud entre las proteínas de los diferentes genes de 
tlr4 (Figura 25).   
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Fig. 25: Alineamiento de la secuencia in silico de la proteína TLR4 de alpaca con 
secuencias de TLR4 de otras especies. Los dos puntos (:), indican posiciones en las que 
se han realizado sustituciones conservativas, el punto (.), indica sustituciones menos 
conservativas en las secuencia evaluadas.   
 
 
El cladograma de las secuencias proteicas se muestra muy similar al realizado 
anteriormente para las secuencias de ADN, lo que demuestra que las secuencias son 
concordantes a través de la evolución (Figura 26).   
 
 
Fig. 26: Cladograma de secuencia de la proteína TLR4 entre especies. 
 
 
El análisis de la composición  de aminoácidos en la secuencia in silico de la proteína de 
tlr4 de alpacas demostró que los aminoácidos presentes en mayor proporción son 
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Leucina, Glutamina (Figura 27). Su composición es muy similar a la composición de la 
proteína de porcinos y bovinos (Figura 28 y 29).   
 
 
Fig. 27: Composición aminoacídica del tlr4 de alpaca, basado en la secuencia in silico 
de la proteína 
 
 
Fig. 28: Composición aminoacídica del tlr4 de porcino, basado en la secuencia de la 
proteína 
 
 
 
Fig. 29: Composición aminoacídica del tlr4 de bovino, basado en la secuencia de la 
proteína 
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5. DISCUSIÓN 
 
     La crianza de Camélidos Sudamericanos es una de las actividades económicas más 
importantes para la población alto andina del Perú, sin embargo, se ve mermada debido a las 
diferentes enfermedades infecciosas que afectan mayormente a las crías de alpacas., siendo los 
procesos neumónicos en crías de alpacas  son la segunda causa principal de mortalidad de estos 
animales (Ameghino y DeMartini, 1991). 
 
     El presente estudio tuvo como objetivo determinar la asociación de los procesos neumónicos 
con la presencia o ausencia de polimorfismos en el gen tlr4, para ello se identificaron  bacterias 
Gram negativas que contengan  LPS (Poltorak et al. 1998a), como  P. multocida y M. 
haemolytica, y se identificó al BRSV debido a que la proteína F también interactúa con esta 
proteína (Kurt-Jones et al., 2000, Valarcher y Taylor, 2007). 
 
     Los aislamientos bacterianos revelaron que P.multocida se presenta con mayor frecuencia 
que Mannheimia haemolytica, mostrando concordancia con lo reportando anteriormente por 
Ameghino y Calle (1989) considerando a P.multocida como la bacteria más predominante, 
estando presente en 11 crías de 26 que fueron estudiados. Otros estudios incluyen a Pasteurella 
haemolytica  (hoy Mannheimia haemolytica)  como participante en estos procesos (Ameghino y 
DeMartini, 1991), a su vez  Rosadio et al., (1990) reportó la participación de P. multocida y 
Pasteurella haemolytica  (hoy Mannheimia haemolytica) en neumonías agudas en alpacas en el 
Perú, lo cual fue observado en lo mayoría de cuadros neumónicos en el estudio.  
 
     Sin embargo otros estudios revelan que  otros agentes bacterianos tambien interactuan en los 
cuadros neumonicos, teniendo  a Micoplasma sp.,  Estafilococos alfa hemolíticos, Estreptococos 
alfa hemolíticos, Klebsiella sp., E.coli como otros agentes bacterianos presentes en los 
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pulmones de 30 crías y alpacas adultas (Arratia y Herrera, 1992), en el estudio se logró 
identificar la participación de Streptococcus sp.,  Staphylococcus sp. y Escherichia coli.  
 
     Se observó la coexitencia de P. multocida y M. haemolytica, junto a agentes virales como 
BRSV la cual ha sido reportada por Calsin (208) y Rosadio et al. (2001), corroborando la 
posible interacción patogénica virus/bacteria en las  detecciones de agentes virales y bacterianos 
en patologías intralesionales siendo muy semejante a otros rumiantes en el desarrollo de 
neumonías agudas.  
 
     Sin embargo, es importante mencionar, que adicionalmente, a pesar de no ser objetivo del 
trabajo y debido a las condiciones de crianza mixta (ovinos, bovinos, caballos) y a estudios 
serológicos previos que han demostrado la presencia de otros agentes virales: PI-3, Herpesvirus 
bovino tipo 1 (Rivera et al., 1987; Rosadio et al., 1993; Manchego et al., 1998; Victorio et al., 
2003) en alpacas del sur del país y BAV-3 en ovinos (Martin, 1996), se realizó en paralelo la 
identificación de  antígenos virales de PI-3 y BAV-3, logrando identificar la presencia 7 y 10 
animales positivos respectivamente, corroborando que la interacción virus/bacteria se dio en 15 
de los 25 casos, lo cual nos permite interpretar que las infecciones bacterianas fueron 
secundarias a las virales (Anexo 7 y 8).  
 
     Los pulmones que sufren alteraciones patológicas por agentes que conllevan a un cuadro 
neumónico pueden variar según la afección del tejido, esto dependerá de la duración del  
proceso infeccioso y de los agentes involucrados.  Las lesiones macroscópicas halladas fueron 
divididas en tres grupos: bronconeumonía extensiva y  pleuritis fibrinosa, bronconeumonía 
multilobal, congestión y edema pulmonar, siendo hallazgos que concuerdan con las lesiones 
reportadas anteriormente en crías de alpacas, donde los focos neumónicos indican la presencia 
de pasteurelosis, con la presencia de pleuritis y adherencia fibrinosa en las paredes intercostales, 
también los cuadros de bronconeumonía suelen ser hallazgos frecuentes junto con las 
congestión pulmonar (Ameghino y  DeMartini,  199; Abarca y Málaga, 1986). Los hallazgos 
microscópicos fueron concordantes con los reportados por Calsin (2008) y Rosadio et al. 
(2001).  
 
    Las alteraciones a nivel de los bronquios suelen estar asociados a procesos virales previos a 
una infección bacteriana, en el cual los virus pueden generar una descamación y necrosis de 
epitelio y en algunos casos la hiperplasia de los mismos (Calsín, 2008).  Una de las lesiones 
microscópicas más resaltantes fue la hiperplasia del epitelio bronquiolar, así como la 
descamación y necrosis del mismo (bronquiolitis necrotizante), las muestras que presentaron 
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este tipo de lesiones eran BRSV, las que fueron negativas a virus o no entraron al estudio de 
identificación viral fueron positivas a  Mannheimia haemolytica.   
 
     Estudios anteriores han comprobado la existencia de alpacas sero-reactores a diversas 
especies de Mycoplasma (Hung et al., 1988), por lo cual no se descarta que pudo existir la 
presencia de este patógeno en los casos estudiados, esta hipótesis se fortalece por los hallazgos 
de agregados linfoides   peribronquiales, las cuales son características histológicas de la 
presencia del agente (Dungworth, 1985). Estas lesiones se evidenciaron en cuatro casos 
sugiriendo que podía co-existir la presencia de Mycoplasma sp. con P.multocida, M. 
haemolytica y  BRSV, sin descartar la interacción con otras agentes virales y bacterianos 
conocidos.  Lamentablemente el estudio de Hung et al., (1988) no se hicieron estudios 
histológicos que nos ayude a determinar si existían lesiones compatibles con las halladas en 
estos casos.  
 
     Conocida la presencia de diferentes patógenos en las muestras evaluadas de animales 
enfermos, se procedió a la identificación del gen tlr4 debido a que este interactúa con el LPS y 
la proteína F, los cuales están presentes en los principales agentes patógenos identificados. Sin 
embargo, es importante mencionar que al seguir este proceso estaríamos seguros que el receptor 
fue estimulado verdaderamente por los ligandos adecuados, lo cual no significa que los otros 
agentes involucrados hayan seguido el proceso de reconociendo de patrón por el sistema inmune 
activando sus respectivos receptores.  Como en el caso de Staphylococcus activando el TLR2 
(Takeuchi et al., 2000) o para el mismo TLR4 si se hubiese determinado la presencia de otros 
agentes bacterianos como Haemophilus influenzae (Wang et al., 2002) y  Klebsiella 
pneumoniae (Branger et al., 2004), este ultimo reportado solo una vez en alpacas en el país 
(Arratia y Herrera, 1992). 
 
     Al lograr identificar el gen tlr4 en alpacas, se demostró que esta proteína se conserva en 
diversas especies de animales  a través de la evolución debido a que participa de manera directa 
en la inmunidad innata.  
 
     Sin embargo, estudios en otras especies reportan que alteraciones de un solo nucleótido en la 
secuencia del gen, puede conllevar  a que la función de la proteína se altere generando una 
disminución en su respuesta al interaccionar con el ligando que lo activa. Esto ha sido reportado 
en humanos (Arbour  et al.,  2000) y animales  (Leveque  et al.,  2003; Shinkai  et al.,  2006, 
Mariotti et al., 2009).  Para ello,  al estudiar la secuencias del gen tlr4 de alpacas se logró 
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identificar la presencia de 2 SNP’s, los cuales no pudieron ser asociados con la presencia o 
ausencia de la enfermedad.   
 
    Estos hallazgos nos ayudan a determinar que al NO detectar polimorfismos tipo SNP en el 
gen tlr4 tanto en animales enfermos y sanos, sí se logró identificar el gen tlr4 en esta especie, lo 
cual deja un camino abierto para poder estudiar el gen en su máxima expresión, es decir en base 
a esta secuencia inicial que se ha obtenido se pueden seguir estudiando otras regiones del gen, 
buscando hallar polimorfismos en otros exones, o quizás en la secuencia de la región 
intracelular de la proteína.  
 
     Al realizar la simulación de la secuencia in silico de la proteína TLR4 de alpaca, eligiendo la 
secuencia de un animal sano se logró evidenciar, una gran similitud de la proteína TLR4 con 
otras especies relacionas. Así, tanto el alineamiento de la secuencia de ADN  y de proteínas, 
mostró un mismo tipo de cladograma, en el cual se evidencia que el tlr4 de alpaca esta mas 
relacionado al tlr4 de porcino, seguido por el de bovino. Además, el análisis de la proporción de 
aminoácidos en la secuencia in silico de la proteína TLR4 de alpacas mostró que la estructura de 
la proteína TLR4 en alpacas es muy semejante a la de porcinos, con una alta proporción de 
leucina y glutamina, coincidiendo con la composición de la proteína en bovinos y porcinos. Esto 
permite pensar que el funcionamiento de esta proteína sería similar en otras especies, y las 
investigaciones sobre resistencia innata en porcinos y bovinos, y podría ser extrapolado a 
alpacas, aunque serán necesarios más estudios.   
 
   Finalmente, aunque no se logro encontrar polimorfismos tipo SNP en animales enfermos que 
permitiera diferenciarlos de los sanos,  (relación entre polimorfismo y enfermedad), se ha 
logrado determinar e identificar la presencia del gen en esta especie así como se logró 
implementar una metodología que permitiría realizar un estudio más amplio con un mayor 
número de muestras y que incluya diversas poblaciones de alpacas de diversas zonas del país. . 
Contar con metodología establecida permitirá desarrollar futuras investigaciones a fin de 
comprender mejor el rol de tlr4. Así se podrá contribuir (en un futuro cercano) en la 
identificación y selección de animales resistentes, y ser usados en programas de mejoramiento 
genético de poblaciones de alpacas, considerando dicha característica de resistencia 
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6. CONCLUSIONES 
 
• La secuencia en estudio del gen tlr4 y la estructura de la proteína TLR4 de alpacas 
muestra mayor similitud con las secuencias de porcino y bovino. 
• Los polimorfismos G/T y G/C del gen tlr4 de alpacas estuvieron presentes en ambos 
grupos de animales evaluados (sanos y enfermos) y no permitió establecer si está 
relacionado con la susceptibilidad o resistencia frente a enfermedades neumónicas. 
• La existencia de diversos patógenos bacterianos y virales, demuestran que existe 
interacción de estos patógenos en los cuadros de neumonías agudas en alpacas. La 
identificación de BAV-3 en alpacas, permite reportar por primera vez, la presencia de 
este virus en alpacas.  
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APÉNDICE 1 
 
 
Diferenciación de Pasteurella multocida y Mannhemia (Pasteurella) haemolytica  
 
      Pasteurella multocida      Mannhemia (Pasteurella) haemolytica 
 
   Hemólisis en agar sangre     -    + 
   Crecimiento en Agar Mc Conkey    -    + 
   Olor distintivo de las colonias     +    - 
   Producción de Indol      +    - 
   Actividad Catalasa      +    + 
   Actividad Ureasa      -    - 
   Actividad Ornitina Descarboxilasa    +    - 
   Producción de Acido: 
 
Lactosa       -    + 
Sucrosa       +    + 
D-trialosa      v    - 
L-arabinosa      v    - 
Maltosa       -    + 
D-xylosa      v    + 
 
 
+: mayoría de colonias positivas 
-: mayoría de colonias negativas 
V: reacciones variables 
 
  
(Modificado de Quinn et al., 2002) 
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APÉNDICE 2 
 
 
Características Bioquímicas de Pasteurella multocida 
 
        Desarrollo             Producción de ácido a partir de  
         en agar  
                             Hemólisis  Oxidasa  Catalasa  Mc Conkey  Indol  Ureasa  ODC            Glu   Malt    Lac  Xil  Mntl  Tre  Arab  Sorb  Dulc Gal 
 
 
Subesp. Multocida        -  +   +           -    +    -   +     +  -        -*    V      +      V       -   +        -       + 
 
 
Subesp. septica              - +   +           -    +    -   +     +  -        -*    +       +      +       -        -        -       + 
 
 
Subesp. Gallicida          - +           +               -   +    -   +     +   -        -*    +      +       -       V      V        +      + 
  
 
 
 
* Raras cepas pueden ser lactosa-positivas. 
ODC: ornitina carboxilasa, Glu: glucosa, Malt: maltosa, Lac: lactosa, Xil: xilosa, Mntl: manitol, Tre: trealosa, Arab: arabinosa, Sorb: sorbitol, Dulc: dulcitol, Gal: galactosa. 
 
  
 
 
(Tomado de Koneman, 1999) 
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APÉNDICE 3 
 
 
Cuadro1: Tabla de lectura de resultados del sistema API 20NE 
 
Resultados 
Test Actividad del Ingrediente Reacción / Enzima Negativo Positivo 
Reducción de nitratos a 
nitritos 
 
Sin color Rosado-rojo NO3 Nitrato de potasio 
Reducción de nitratos a 
nitrógeno 
Rosado Sin color 
TRP L-triptofano Producción de indol Sin color, verde 
pálido, amarillo 
Rosado 
GLU D-glucosa Fermentación de glucosa Azul a verde Amarillo 
ADH L-arginina Arginina DiHidrolasa Amarillo Naranja/Rosado/Rojo 
URE Urea Ureasa Amarillo Naranja/Rosado/Rojo 
ESC Esculina, citrato 
ferrico 
Hidrólisis (β-
glucosidasa)(Esculina) 
Amarillo Verde/Marrón/Negro 
GEL Gelatina (origen 
bovino) 
Hidrólisis 
(Proteasa)(Gelatina) 
No difusión de 
pigmento 
Difusión del pigmento 
negro 
PNPG 4-nitrofenil-βd-
galactopiranosidasa 
β-
galactosidasa(Paranitrofenil-
βD-galactopiranosidasa) 
Sin color Amarillo 
GLU D-glucosa Asimilación (Glucosa) Transparente Opaco 
ARA L-arabinosa Asimilación (Arabinosa) Transparente Opaco 
MNE D-manosa Asimilación (Manosa) Transparente Opaco 
MAN D-manitol Asimilación (Manitol) Transparente Opaco 
NAG N-acetil-
glucosamina 
Asimilación (N-acetil-
glucosamina) 
Transparente Opaco 
MAL D-maltosa Asimilación (Maltosa) Transparente Opaco 
GNT Gluconato de 
potasio 
Asimilación (Gluconato de 
Potasio) 
Transparente Opaco 
CAP Acido Caprico Asimilación (Acido 
Caprico) 
Transparente Opaco 
ADI Acido adípico Asimilación (Acido adípico) Transparente Opaco 
MLT Acido málico Asimilación (Acido málico) Transparente Opaco 
CIT Citrato trisódico Asimilación (Citrato 
trisódico) 
Transparente Opaco 
PAC Acido fenilacético Asimilación (Acido 
fenilacético) 
Transparente Opaco 
OX  Citocromo oxidasa   
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APÉNDICE 4 
 
 
Protocolo de Diagnostico de antígenos virales por Inmunofluorescencia 
 
1. Colocar las secciones de tejido en el criostato por 20 minutos y cortar el tejido con 
un grosor de 6 µm. 
2. Colocar los cortes de tejido en una lámina portaobjetos, dejar secar a temperatura 
ambiente por un lapso mínimo de 30 minutos. 
3. Fijar las secciones de tejido en las láminas portaobjetos durante 20 minutos en 
acetona-metanol (75/25) en la sala de temperatura, en refrigeración por un periodo 
de 10 minutos. Retirar y dejar secar a temperatura ambiente.  
4. Colocar 25µl – 40 µl de conjugado sobre la muestra de tejido fijada a la lámina, 
procurando esparcir el conjugado cobre toda la muestra.  
5.  Incubar en una cámara húmeda por  30 minutos a 37 ° C. 
6. Retirar el exceso de conjugado con movimientos fuertes de la lámina. Lavar 
suavemente la lamina con Buffer Ringer a pH 9.0.  
7. Dejar en remojo la lamina por 3 minutos, retirar y repetir 3 veces. Entre cada lavado 
cambiar el buffer del recipiente. 
8. Secar la lamina a temperatura ambiente y retirar los excesos del mismo con ayuda 
de papel toalla.  
9. Aplicar líquido de montaje sobre el tejido fijado y colocar la lámina cubreobjetos, 
evitando la formación de burbujas.  
10. Realizar la lectura en un microscopio de inmunofluorescencia.  
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APÉNDICE 5 
 
Protocolo de purificación de productos de PCR y ADN de geles de agarosa 
 
Materiales, soluciones y equipos 
• Tubos de microcentrífuga de 1.5 mL 
• Baño maría a 50-65ºC 
• Materiales para hacer electroforésis en gel de agarosa 
• Micropipetas y puntas de diferentes volúmenes 
• Kit Wizard SV Gel and PCR Clean Up System- Promega 
 
 
 
Procedimiento 
1. Pesar los tubos de microcentrífuga en los que se colocarán los pedazos de gel con el 
producto de PCR a purificar antes y luego de agregar el pedazo y anotar la diferencia de 
peso. 
Nota: el pedazo de gel puede ser conservado de 4 a  – 20 ºC en un tubo de microcentrífuga cerrado por hasta una 
semana. 
2. Agregar al tubo con el pedazo de gel 10 uL de la solución de unión a la membrana 
(Membrana Binding Solution)  por cada 10 mg de pedazo de gel. 
3. Vortexear la mezcla e incubarla por 1 min. a 50-65 ºC o hasta que el gel se disuelva 
completamente. Vortexear cada cierto tiempo para disolver el gel. Asegurarse de que todo 
el contenido esté en el fondo del tubo, centrifugar brevemente si es necesario.  
Nota: Mezclar por inversión si el fragmento es mayor a 5 kb.  
4. Colocar la columna en un tubo de colección, agregar la mezcla del gel disuelto o la mezcla 
de PCR e incubar por 1 min a temperatura ambiente. 
5. Centrifugar a 14,000 rpm por 1 min. Descartar el líquido del tubo de colección y colocar la 
columna en el mismo tubo. 
6. Lavar la columna agregando 700 uL de la solución de lavado de membrana (Membrana 
Wash Solution), centrifugar por 1 min a 14,000 rpm. Descartar el líquido del tubo de 
colección y colocar la columna en el mismo tubo. 
7. Repetir el lavado con 500 uL de la solución de lavado y centrifugar la columna ensamblada 
por 5 minutos a 14, 000 rpm. Evitar que el líquido toque el fondo de la columna. 
8. Vaciar el líquido del tubo de colección, reensamblar la columna al tubo de colección y 
centrifugar por 1 minuto para evaporar el etanol residual. 
9. Transferir con cuidado la columna a tubo de microcentrífuga de 1.5 mL y agregar 50-15 uL 
de agua libre de nucleasas directamente al centro de la columna sin tocar la membrana con 
la punta del tip. Asegurarse de que toda la membrana este cubierta por el agua. 
Nota: si el volumen fue 50  uL el volumen de ADN eluído será de 42 a 47 uL.  El ADN puede ser 
concentrado por precipitación con etanol. 
10. Incubar a temperatura ambiente por un minuto y centrifugar a 14,000 rpm. Descartar la 
columna y conservar el tubo con el ADN disuelto a 4 o a – 20 ºC. 
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APÉNDICE 6 
 
    1        2         3         4        5        6         7          8        9        10        11     12 
 
Fig.1: Productos de PCR de 345 bp. Carriles 1, 2, 3, 4, 5,6 ,7 ,8 animales enfermos, carriles 
9 y10, animales sanos, Carril 11blanco, Carril 12 Marcador de 100 bp. 
 
 
          1          2         3          4        5          6          7         8         9         10      11       12 
 
Fig.2: Productos de PCR de 625 bp. Carril 1 Marcador de 100 bp, carriles 1-9, animales 
enfermos, carriles 10 y 11, animales sanos.  
 
 
Nota: Los productos de PCR fueron purificados con el Kit Wizard SV Gel and PCR Clean Up System- 
Promega. 
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APÉNDICE 7 
 
Cuadro 1. Detección de antígenos virales intralesionales en 25 neumonías agudas en 
alpacas 
  
 
 Edad Agentes 
Virales 
Crías < 6 meses 8/10 
Crías > 6 meses 9/15 
Total 15/25 
 
 
 
Cuadro 2. Detección de agentes virales en 15/25 neumonías agudas en alpacas 
 
Edad PI-3 BRSV BAV-3 
Crías < 6 
meses    
Crías > 6 
meses 
2/10 
 
5/15 
1/10 
 
5/15 
6/10 
 
4/15 
Total 7/25 (28%) 6/25 (24%) 10/25 (40%) 
 
PI-3: Virus Parainfluenza tipo 3 
BRSV: Virus respiratorio sincitial Bovino 
BAV-3: Adenovirus bovino tipo 3 
 
 
 
Cuadro 3. Interacción de agentes virales en neumonías agudas en alpacas 
 
Edad 1 Virus 2 Virus 3 Virus 
Crías < 6 
meses     
PI-3 (n=2) 
BRSV (n=0) 
BAV-3 (n=5) 
 BAV-3+ BRSV (n=1) - 
Crías > 6 
meses 
PI-3 (n=2) 
BRSV (n=2) 
BAV-3 (n=1) 
PI-3+ BRSV (n=1) 
PI-3+ BAV-3 (n=1) 
BAV-3+ BRSV (n=1) 
PI-3+ BRSV+ BAV-3  
(n=1) 
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APÉNDICE 8 
 
 
Coexistencia de virus y bacterias en cuadros de neumonías agudas en alpacas. 
 
Edad PI-3 BRSV BAV-3 
Crías < 6 
meses Pm+ Mh+ Staph (n=1) Strep (n=1) - 
Pm+ Mh+ Staph (n=1) 
Pm+ Staph (n=1) 
Mh (n=2) 
Crías > 6 
meses 
Strep (n=1) 
Pm+ Staph (n=1) 
 
Pm (n=1) 
Pm+ Strep. (n=1) 
 
E.coli (n=1) 
 
Edad PI-3+ BRSV PI-3+ BAV-3 BRSV+BAV3 
PI-3+ BRSV+ 
BAV-3 
Crías < 6 
meses - - Strep+ Staph (n=1) - 
Crías > 6 
meses Pm (n=1) Pm + Mh+ Staph (n=1) Pm +Staph (n=1) 
Mh+ Staph 
(n=1) 
 
 
